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Nous avons utilise la methode de NsR-dUMP-photocross-linking pour sonder la
composition et la topologie d'un intermediaire du complexe de pre-initiation de la
transcription ("pre-initiation complex" ou PIC), Ie complexe ADN-TBP-TFIIA. Cette
methode permet de placer Ie nucleotide photoreactif NsR-dUMP a une position
precise Ie long d'un brin d'ADN. Sous I'action de rayons UV, Ie groupement nitrene
du nucleotide photoreactif formera un lien covalent avec les proteines a proximite.
Cette methode nous a permis de situer les polypeptides comprenant TBP et TFIIA Ie
long d'un promoteur de type II: Ie promoteur Ad2ML. Nos resultats de pontage
demontrent que les facteurs TBP et TFIIA entourent Ie promoteur sur une distance
de deux tours et demi d'helice, allant de la position -20 jusqu'a la position -48 sur Ie
promoteur Ad2ML La position relative des sous-unites a et p de TFIIA a ete etablie.
TFIIAp se retrouve au niveau de la boTte TATA et immediatement en amont de celle-
ci entre les positions -29 et -42. TFIIAa est situe plus en amont de la boTte TATA,
entre les positions -39 et -48. TFIIAy n'a pas ete localise dans Ie contexte d'un
complexe contenant hTFIIA. Par centre, lorsqu'une preparation bTFIIA a ete utilisee
dans nos experiences de pontage, un polypeptide de Mr ^12 kDa, identique a
TFIIAy, a ete ponte entre les positions -39 et -48.
L'etendue des contacts du complexe TBP-TFIIA sur Ie promoteur Ad2ML off re une
grande region d'interaction avec d'autres FGTs, incluant I'ARN pol II, ou des facteurs
de regulation de la transcription. Nous avons etudie I'interaction de TFIIA avec les
autres membres du PIC par chromatographie d'affinite. Nos resultats demontrent
que TFIIA interagit avec la grande sous-unite de TFIIF, RAP74, et avec les deux
sous-unites de TFIIE, TFIIE34 et TFIIE56. Ces resultats nous permettent de
proposer un mecanisme par lequel TFIIA agirait comme coactivateur. TFIIA pourrait
servir ainsi de lien entre un activateur et les FGTs TFIIE et TFIIF. Par cette
interaction physique, TFIIA pourrait agir sur les etapes impliquant ces facteurs tels
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L'etude de I'expression genetique et de sa regulation touche a des domaines aussi
varies que Ie developpement embryonnaire et les maladies comme les infections
virales ou les cancers. Lors du developpement d'un embryon, les cellules se
differencient pour remplir une fonction particuliere dans un tissu specialise. Cette
differenciation cellulaire n'est possible que si les cellules utilisent de maniere
specifique Ie bagage genetique qu'elles ont en commun. Done, certains genes
devront etre exprimes, et d'autres pas, dependant de la cellule en question et des
signaux qu'elle revolt. La regulation adequate de I'expression genetique est
importante au ban fonctionnement de la cellule tout Ie long de son existence. Des
aberrations de celle-ci peuvent causer diverses maladies dont des cancers.
L'expression des genes viraux est egalement regulee et determinera Ie deroulement
de I'infection.
L'expression d'un gene se traduit par la production d'une proteine pour laquelle il
code. II existe plusieurs etapes menant a la production d'une proteine. La cellule
revolt un signal qui est achemine, via une cascade d'evenements biochimiques,
jusqu'au noyau et qui sera suivie de la transcription du gene en ARNm, puis la
traduction de ce dernier en proteine et a sa maturation. Nous ne nous attarderons ici
que sur I'etape de la transcription du gene en ARNm et sa regulation dont I'etude
nous permettra de mieux comprendre les phenomenes que je viens de mentionner.
La transcription des genes eucaryotes est effectuee par trois ARN polymerases
(ARN pol), soit I'ARN pol I, II et III. Chacune transcrit une serie particuliere de genes.
L'ARN pol I transcrit les genes codant pour les gros ARN ribosomaux. L'ARN pol III
transcrit les genes codant pour les ARNt et I'ARN ribosomal 5S. L'ARN pol II transcrit
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les genes codant pour les proteines en plus de certains petits ARNs nucleaires,
excepte I'ARN U6 qui est transcrit par I'ARN pol III (Zawel et Reinberg, 1993). Pour
transcrire un gene, les ARN pol doivent se positionner en amont du site d'initiation
de la transcription sur une sequence nommee promoteur. La nature des promoteurs
varie selon la classe d'ARN pol qui s'y lie et peut varier aussi a I'interieur d'une
meme classe. Contrairement a I'ARN pol procaryote, les ARN pol eucaryotes ne sont
pas capables de reconnaTtre specifiquement Ie promoteur d'un gene par elles-
memes. Dans un systeme de transcription reconstitue in vitro, I'ARN pol II purifiee
synthetisera des transcrits de maniere non-specifique a partir de differents sites sur
I'ADN tels des brisures ou les extremites. Par contre un extrait nucleaire brut,
contenant I'ARN pol II, supporte la synthese d'ARN correctement inities a partir d'un
promoteur (Weil et al., 1979). Cette observation a permis de conclure qu'un extrait
nucleaire contient divers facteurs proteiques necessaires a I'initiation de la
transcription. Au debut des annees 80, plusieurs laboratoires se sont mis a la tache
d'isoler ces differents facteurs. Leur purification s'est faite en suivant la capacite des
diverses fractions chromatographiques a reconstituer la transcription in vitro, en
presence de I'ARN pol II. Les facteurs contenus dans ces fractions proteiques
indispensables a la transcription, dite basale, ont ete appeles facteurs generaux de
transcription (Matsui et al., 1980). La nature de ces FGTs change d'une ARN pol a
I'autre. Six FGTs ont ete identifies pour I'ARN pol 11: TFIID, TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF
et TFIIH (pour une revue recente voir Orphanides et al., 1996). Ces facteurs ont ete
purifies a partir de differentes sources et leur composition a ete caracterisee. La
plupart ont ete clones. Ces facteurs s'assemblent sur Ie promoteur et recrutent I'ARN
pol II pour former Ie PIC. II n'est pas encore clair si dans la cellule ces facteurs
s'assemblent sequentiellement sur I'ADN ou s'ils sont pre-assembles en solution
(Orphanides et al., 1996). La transcription peut etre modelisee en plusieurs etapes
separees dans Ie temps (figure 1). Le PIC est d'abord assemble au promoteur. Cette
etape est suivie de I'initiation de la synthese d'ARN, de I'elongation du brin d'ARN
puis de la terminaison de la transcription. Chaque etape peut etre divisee en
diverses sous-etapes. La purification et Ie clonage des FGTs a permis aux
chercheurs de sender, par differents systemes in vitro et in vivo, Ie role de chacun




Figure 1 Modele de la transcription par I'ARN pol ll. Le promoteur est reconnu par Ie
facteur TFIID (1) et stabilise par TFIIA et TFIIB (2). Ce dernier sert de pont d'attache
au recrutement du complexe TFIIF-ARN pol 11 (3). L'entree de TFIIE et TF1IH (4)
permet I'ouverture de I'helice d-ADN en presence d'ATP (5). L'ARN pol 11 initie la
transcription en presence de nucleotides et se detache du promoteur, apres
phosphorylation de la queue C-terminale (p), pour allonger Ie brin d-ARN. TFIID et
TFIIA demeurent au promoteur (6). Une autre voie d'assemblage du PIC prevoit





















32-89 kDa (9 S-U)
Proprietes
Stimule la liaison de TBP a la boTte TATA.
Necessaire a I'activation.
Recrute I'ARN pol II/TFIIF.
Important a la selection du site +1.
Lie la boTte TATA et courbe Ie promoteur.
Coactivateurs necessaires a I'activation.
Role dans I'enroulement et I'ouverture de I'helice
d'ADN.
RecruteTFIIH.
Role dans I'initiation et I'elongation.
Role dans I'enroulement et I'ouverture de I'helice
d'ADN.
Activites helicases (ERCC2 et ERCC3).
Activite CTD-kinase (cdk7/cycline H).
Reconnaissance du promoteur.
Les promoteurs de classe II varient beaucoup d'une famille de genes a I'autre mais
ils ont une caracteristique commune, celle d'avoir une sequence reconnue
specifiquement par un ou plusieurs FGTs possedant un domaine de liaison a I'ADN.
Deux sequences d'ADN pouvant servir a la reconnaissance specifique du promoteur
ont ete identifiees. II s'agit de la boTte TATA, placee generalement de 25 a 30
nucleotides en amont du site d'initiation de la transcription (site +1), et I'lnr qui
chevauche Ie site +1. Certains promoteurs contiennent I'un ou I'autre ou les deux
elements a la fois. TFIID est Ie facteur reconnaissant specifiquement la boTte TATA
et I'lnr (Davison et al., 1983; Sawadogo et Roeder, 1985). L'activite de liaison
specifique a la boTte TATA est intrinseque a la sous-unite TBP. En plus de TBP,
TFIID comprend plusieurs polypeptides nommes TAF||S dont Ie Mr varie de 18 a 250
kDa (Dynlacht et al., 1991; Tanese et al., 1991). Ceux-ci ne sont pas requis pour la
transcription basale mais sont necessaires a I'activation in vitro. L'un d'eux, TAFn150,
reconnaTt I'lnr, possiblement avec I'aide de TAFn250 et/ou d'autres facteurs liant I'lnr
tel TFII-1 et I'ARN pol 11 (Verrijzer et al., 1994; Verrijzer et al., 1995; Smale, 1997).
TBP est compose d'un domaine N-terminal peu conserve et d'un domaine C-terminal
hautement conserve. Ce seul domaine C-terminal est necessaire et suffisant a la
reconnaissance de la boTte TATA (Peterson et al., 1990). La liaison de TBP a la
boTte TATA est jugee la seule interaction proteine-ADN specifique indispensable a la
formation du PIC, les autres FGTs s'y joignant surtout via des interactions proteine-
proteine. Ainsi, suite a I'arrivee de TBP au promoteur, TFIIA se lie a TBP et stabilise
sa liaison a I'ADN (Buratowski et ah, 1989; Coulombe et al., 1992). Le role de TFIIA
en transcription sera I'objet de toute une section ulterieure.
Recrutement de I'ARN pol II.
Dans Ie modele sequentiel de la formation du PIC, TFIIB entre a la suite de TFIID
(Buratowski et al., 1989; Maldonado et a/., 1990). Tout comme TFIIA, il stabilise la
liaison de TBP au promoteur (Imbalzano et al., 1994a). II joue d'autres roles
importants. II sert de pont entre la reconnaissance du promoteur et Ie recrutement de
I'ARN pol II. Ainsi TFIIB interagit a la fois avec TBP, I'ARN pol 11 et TFIIF (Ha et al.,
1993), ce dernier se complexant avec I'ARN pol II en solution et I'amenant au
complexe TBP-TFIIB-ADN (Flores et al., 1991).
Un autre role de TFIIB consiste a positionner adequatement I'ARN pol II au site +1 et
ainsi permettre I'initiation de la transcription a cet endroit. L'evidence la plus directe
provient d'experiences genetiques. Des mutations dans Ie gene de levure SUA7
codant pour TFIIB provoque un changement dans Ie site +1 in vivo (Pinto et al.,
1992; Pinto et a/., 1994). Des mutations dans la grosse sous-unite de I'ARN pol II ont
Ie meme effet, suggerant que I'interaction entre TFIIB et I'ARN pol II est
fonctionnellement indispensable a la reconnaissance du site +1 (Sun et al., 1996).
Une autre evidence indirecte de I'importance de I'interaction TFIIB-ARN pol II dans Ie
choix du site +1 vient de I'etude de deux systemes de transcription in vitro, celui de
Saccharomyces cerevisiae et celui de Saccharomyces pombe (Li et al., 1994).
Individuellement TFIIB et I'ARN pol II de S. pombe ne sont pas interchangeables
avec les memes composantes de S. cerevisiae. Par contre, elles sont
interchangeables en paire. L'echange de ces composantes de S. pombe a un
systeme chez S. cerevisiae amene une variation du site +1 allant de celui
normalement observe chez S. cerevisiae au site +1 chez S. pombe. Ces etudes
demontrent que TFIIB et I'ARN pol II sont necessaires a la selection du site +1 (Li et
a/., 1994). TFIIF est compose de deux sous-unites: RAP30 et RAP74. Recemment,
la sous-unite RAP74 de TFIIF a ete impliquee dans la selection du site +1 car des
mutations dans Ie gene de RAP74 de levure suppriment une mutation dans TFIIB
retablissant ainsi Ie site +1 normal (Sun et Hampsey, 1995). De plus, RAP74 semble
induire une reorganisation du PIC rapprochant I'ARN pol II de I'ADN pres des
positions -19, -39/-40 du promoteur Ad2ML (Forget et al., 1997).
L'ARN pol II est composee de 8 a 12 sous-unites, selon I'espece, dont deux, de Mr
de 180 et 140 kDa, sont hautement conservees (Zawel et Reinberg, 1993). L'ARN
pol II lie TFIIF en solution et Ie complexe TFIIF-ARN pol II est recrute au promoteur
(Flores et a/., 1991; Wang et Burton, 1995). TFIIF est requis au recrutement de
I'ARN pol II a tous les promoteurs, a I'exception de celui du gene de la chame lourde
des IgH (Parvin et Sharp, 1993). La sous-unite RAP30 de TFIIF est suffisante pour
permettre I'association de I'ARN pol II au complexe TFIID-TFIIB ou TFIID-TFIIA-
TFIIB (Flores et al., 1991; Tyree et al., 1993), et ce, via une interaction entre RAP30
et TFIIB. TBP, TFIIB et RAP30 sont les facteurs qui sont minimalement requis pour
recruter I'ARN pol II sur la majorite des promoteurs (Killeen et al., 1992). Dans un
cas cependant, la transcription est possible simplement avec les facteurs TFIIB, YY1
et I'ARN pol II (Usheva et Shenk, 1994). TFIIA n'est pas necessaire au recrutement
de I'ARN pol II etant donne qu'un complexe DBPolF peut s'assembler en presence
ou en absence de TFIIA (Killeen et a/., 1992).
Ouverture de I'helice d'ADN et initiation de la transcription.
Deux autres facteurs, TFIIE et TFIIH, sont requis pour I'initiation de la transcription.
TFIIE lie I'ARN pol II sur Ie promoteur et recrute TFIIH (Maxon et al., 1994). Pour
obtenir I'initiation de la transcription, c'est-a-dire formation du premier lien
phosphodiester, il doit y avoir prealablement ouverture de I'helice d'ADN au niveau
du site +1. Cette etape necessite la presence des facteurs TFIIE, TFIIF, TFIIH et de
I'hydrolyse d'ATP (Pan et Greenblatt, 1994; Timmers, 1994; Holstege et al., 1995;
Holstege et al., 1996). TFIIH est un facteur polypeptidique contenant deux activites
helicases ATP-dependantes et une activite kinase. Les activites helicases sont
contenues dans les sous-unites ERCC2 et ERCC3 de TFIIH, mais seul ERCC3 est
essentiel a la transcription (Guzder et al., 1994; Orphanides et al., 1996). ERCC3 est
done Ie facteur requerant de I'energie lors de la transcription des genes de type II. Le
role de TFIIH dans I'ouverture de I'helice d'ADN est fonction de cette activite helicase
qui provoque une separation des brins d'ADN et cree ainsi une region d'ADN simple
brin propice a I'initiation de la transcription (Holstege et al., 1996). Quant a TFIIE, en
plus de permettre Ie recrutement de TFIIH au promoteur, 11 stimule les activites
enzymatiques de TFIIH mais semble aussi agir d'une maniere independante de
TFIIH (Lu et al., 1992; Timmers, 1994; Goodrich et Tjian, 1994; Holstege et a/.,
1995). TFIIE stabilise I'ADN sous forme simple brin dans la region desappariee au
niveau du site +1 (Holstege et al., 1995). Une autre evidence du role de TFIIE, TFIIH
et de I'hydrolyse de I'ATP dans I'ouverture de I'helice reside dans Ie fait qu'aucun de
ces facteurs n'est requis pour transcrire une matrice d'ADN surenroulee (Parvin et
Sharp, 1993; Tantin et Carey, 1994; Goodrich et Tjian, 1994; Timmers, 1994;
Holstege et al., 1996). II est postule que I'energie libre emmagasinee dans Ie
surenroulement permet a elle seule I'ouverture de I'helice d'ADN (Parvin et Sharp,
1993; Timmers, 1994). II a ete propose que TFIIE et TFIIF stimulent I'ouverture de
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I'helice d'ADN en provoquant un enroulement de I'ADN autour de I'ARN pol II (Forget
et al. 1997; Robert et al., 1998). Ceci causerait une tension separant les deux brins
d'ADN pour que I'helicase simple-brin de TFIIH puisse agir. En accord avec un role
possible de TFIIE et TFIIF dans I'ouverture de I'helice d'ADN, la petite sous-unite de
TFIIE, TFIIE34, et la grande sous-unite de TFIIF, RAP74, ont ete pontees tout juste
en amont du site +1 du promoteur Ad2ML (Robert et al., 1996). L'initiation de la
transcription se produit done en deux etapes au moins. La premiere, qui est ATP-
dependante, est I'ouverture de I'helice dans la region -9/+1. La deuxieme etape
correspond a la formation du premier lien phosphodiester et coincide avec
I'allongement de la region desappariee jusqu'a la position +8 sur Ie promoteur
Ad2ML (Holstege et a/, 1996).
Degagement du promoteur.
La transition entre I'initiation de la transcription et I'elongation du transcrit necessite
que I'ARN pol II quitte Ie promoteur suffisamment pour permettre I'assemblage d'un
nouveau PIC. Ce phenomene est appele Ie degagement du promoteur. Cette
transition implique une modification covalente de I'ARN pol II soit la phosphorylation
du CTD de la grosse sous-unite de I'ARN pol II (pour une revue recente voir
Dahmus, 1995). Le CTD possede de multiples repetitions de I'heptapeptide Tyr-Ser-
Pro-Thr-Ser-Pro-Ser, Ie nombre de ces repetitions variant d'une espece a I'autre.
Une evidence correlant la phosphorylation du CTD au degagement du promoteur est
que I'ARN pol IIo se retrouve dans des complexes en phase d'elongation tandis que
I'ARN pol lla s'associe au complexe de preinitiation (Laybourn et Dahmus, 1990; Lu
et al., 1991). De plus cette phosphorylation diminue I'affinite du domaine CTD pour
TBP et TFIIE, ce qui libere I'ARN pol II d'interactions la retenant au promoteur
(Usheva et al., 1992; Maxon et al., 1994). TFIIH possede une activite kinase
specifique au CTD et est done un candidat pour la phosphorylation de ce dernier,
fournissant une evidence du role de TFIIH dans Ie degagement du promoteur. La
kinase associee a TFIIH, cdk7 ou M015 chez les mammiferes et KIN28 chez la
levure, est une kinase cycline-dependante (Orphanides et al., 1996). Le role de la
phosphorylation du CTD reste difficile a definir. Le CTD est essentiel pour la viabilite
de la cellule (Zehring et al., 1988) mais n'est pas toujours requis pour reconstituer la
transcription in vitro. Ainsi Ie CTD n'est pas requis pour la transcription a partir du
promoteur Ad2ML contrairement au promoteur de DHFR de souris (Akoulitchev et
a/., 1995). La dependance de la transcription au CTD semble correler avec I'absence
d'une boTte TATA dans Ie promoteur (Buermeyer etal., 1995).
Elongation.
L'elongation est Ie phenomene par lequel la chame d'ARN naissante est allongee sur
la longueur totale du gene. L'ARN pol II transcrit de fagon discontinue pausant ou
s'arretant a differents endroits. Ces bloquages de la transcription peuvent etre
causes par des sequences d'ADN particulieres reconnues par I'ARN pol II, des
complexes proteiques liant I'ADN, des nucleosomes ou meme un manque de
nucleotides (Maldonado et Reinberg, 1995). Un certain nombre de proteines
permettent a I'ARN pol II de passer outre les sites de pause et d'arret. Ces proteines
sont des facteurs d'elongation. Cinq facteurs ont jusqu'ici ete identifies. II s'agit de P-
TEFb, TFIIS (Sll), elongine (Sill), ELL et TFIIF (Reines et a/, 1996).
TFIIF est un cas unique parmi les FGTs car il est Ie seul a jouer un role a la fois dans
I'initiation et dans I'elongation de la transcription, si I'on exclut Ie role de TFIIH dans
Ie degagement du promoteur (Reines et al., 1996). En fait les domaines de RAP74
et RAP30 necessaires a I'initiation sont differents de ceux impliques dans
I'elongation (Kephart et al., 1994; Tan et al., 1995). Le role de TFIIF dans
I'elongation est de permettre a I'ARN pot II de passer outre les sites de pause. II
diminue la frequence de pause de I'ARN pol II et protege I'enzyme des arrets
eventuels (Reines et al., 1996). Le mecanisme d'action de TFIIF dans I'elongation
est encore mal compris. II est convenu que TFIIF doit interagir avec Ie complexe
d'elongation pour accomplir sa fonction. Cette interaction n'est que temporaire car
TFIIF n'est pas associe a I'ARN pol II durant I'elongation (Price et al., 1989; Zawel et
al., 1995). Possiblement, TFIIF n'est recrute au complexe d'elongation que lorsque
ce dernier est en pause. Ce recrutement au complexe pause est possiblement
regule par la phosphorylation de RAP74. Ainsi Kitajima et al. (1994) ont montre une
correlation entre Ie niveau de phosphorylation de RAP74 et sa capacite a lier I'ARN
pol II et a stimuler I'elongation. II est interessant de noter que la sous-unite TAF||250
de TFIID possede une activite kinase specifique a RAP74 (Dikstein et al., 1996).
Lorsque I'ARN pol II se degage du promoteur Ie PIC se dissocie. Seul TFIID reste
associe au promoteur tandis que tous les autres facteurs sont relaches I'un apres
I'autre durant I'elongation du transcrit (Zawel et al., 1995). Suite a son relachement
TFIIB pourra se reassocier a TFIID au promoteur et permettra la formation d'un
nouveau PIC et un nouveau cycle de transcription.
Holoenzyme.
Le concept selon lequel les FGTs s'assemblent sequentiellement sur Ie promoteur
pour former Ie PIC a ete remis en question recemment par la purification chez la
levure de complexes comprenant I'ARN pol II, un certain nombre de FGTs et des
proteines SRB et capable de medier la transcription in vitro (Koleske et Young,
1994; Kim et a/., 1994b). Ces complexes preassembles en solution ont ete appeles
holoenzymes (pour une revue recente voir Greenblatt, 1997). Les proteines SRB ont
ete isolees genetiquement par Ie groupe de Young en criblant des mutations dans
des genes capables de supprimer un phenotype temperature-sensible du a un
tronquage du CTD. II a ete trouve que ces proteines SRB se retrouvent associees a
une sous-population de molecules d'ARN pol II (Thompson et al., 1993; Koleske et
Young, 1994). L'equipe de Kornberg a egalement isole une holoenzyme de fa^on
biochimique. Un complexe capable de medier I'activation par differents activateurs
(voir section suivante), dans un systeme de transcription in vitro reconstitue avec des
facteurs homogenes et I'ARN pol II, a ete isole et baptise Ie mediateur. Celui-ci est
associe a I'ARN pol II via Ie CTD et comprend un sous-ensemble de FGTs ainsi que
certaines proteines SRB (Kim et al., 1994b). II semble qu'il existe au moins deux
formes d'holoenzymes chez la levure. La premiere est celle isolee dans les
laboratoires de Richard Young et de Roger Kornberg, et dont la marque de
commerce est la presence de proteines SRB. La composition de ces holoenzymes
varie beaucoup selon la methode de purification utilisee mais invariablement on y
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retrouve TFIIF, SRB2, SRB4, SRB5 et SRB6 et un certain nombre de polypeptides
additionnels dont Gall 1p, Rgr1p et de Sin4p (Chang et Jaehning, 1997). II a aussi
ete montre que I'holoenzyme peut inclure TBP, TFIIB, TFIIH et Ie complexe
SWI/SNF (Thompson et al., 1993; Koleske et Young, 1994; Wilson et aL, 1996). La
deuxieme forme d'holoenzyme inclut certaines proteines mentionnees telles que
TFIIB, TFIIF et Gall 1p et egalement Paf1p et Cdc73p mais ne contient pas de
proteines SRB (Wade et al., 1996). Les deux formes d'holoenzyme coexistent dans
la levure (Shi et al., 1997). II est possible que chaque holoenzyme soit requise pour
la transcription d'un groupe different de genes. Ainsi I'holoenzyme comprenant des
proteines SRB serait necessaire a la transcription de la majorite des genes puisque
les genes de certaines proteines SRBs sont essentiels pour la levure et affectent la
synthese de la majorite des transcrits (Thompson et Young, 1995). Par centre les
genes codant pour PAF1, CDC73 ainsi que pour des composantes communes
GAL11, SIN4 et RGR1 sont tous non-essentiels et affectent la transcription d'un
certain nombre de genes seulement (Chang et Jaehning, 1997).
Chez les mammiferes, diverses holoenzymes ont ete purifiees a partir du foie de rat,
du thymus de veau et de cellules Hela. Leur composition varie mais, contrairement
aux holoenzymes de levure, I'holoenzyme purifiee a partir du foie de rat et une forme
d'holoenzyme de cellules Hela contient tous les FGTs, incluant TBP et les TAF||S
mais excluant TFIIA (Ossipow etal., 1995; Pan etal., 1997).
L'holoenzyme est-elle la forme active en transcription in vivo7 Vu Ie nombre
d'interactions entre les FGTs 11 n'est pas surprenant de retrouver un groupe d'entre
eux reunis en solution. II a aussi ete demontre que des genes codant pour les SRBs
sont essentiels a la viabilite de la cellule et sont pratiquement tous lies a I'ARN pol II
dans la cellule. Par centre Ie pourcentage de molecules d'ARN pol II qui sont
associees a I'holoenzyme dans la cellule est relativement faible. Certains
laboratoires estiment de 2% a 6% la quantite d'ARN pol II associee aux proteines
SRBs (Thompson et al., 1993; Koleske et Young, 1994) tandis que d'autres
I'estiment plutot a 50% (Kim et al., 1994b). Etant donne que Ie facteur TFIID n'est
pas retrouve dans toutes les holoenzymes, on peut envisager que la formation du
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PIC se deroule en deux etapes. La premiere est la reconnaissance du promoteur par
TFIID ou TFIID-TFIIA et la deuxieme est I'assemblage de I'holoenzyme par sa liaison
a TFIID (Koleske et Young, 1995) (figure 1). La vision de I'assemblage du PIC a ete
bouleversee par Ie modele de I'holoenzyme selon lequel une grande partie des FGTs
necessaires a I'initiation s'assemblent en solution. Particulierement interessantes
sont les implications face a la regulation de la transcription que nous verrons dans la
prochaine section.
Activation.
Des facteurs proteiques controlent Ie niveau d'expression des genes de maniere
specifique. Ces facteurs peuvent moduler Ie niveau d'activite de I'ARN pol II de fa9on
positive ou negative et sont respectivement appeles activateurs ou represseurs.
L'effet de ces facteurs de regulation peut etre reproduit dans des systemes de
transcription in vivo et in vitro permettant ainsi I'etude de la regulation de la
transcription.
Le modele de la transcription tel qu'il est con<?u aujourd'hui comporte plusieurs
etapes sur lesquelles un activateur peut agir. Le modele actuel de I'activation
implique aussi des interactions directes entre un domaine d'activation et un ou des
FGTs. II y aurait correlation, dans la plupart des cas, entre la capacite d'un activateur
a lier un FGT et sa fonction d'activateur. Un activateur peut lier plusieurs FGTs a la
fois. La question est de savoir quelle interaction est significative.
Structure d'un activateur.
Habituellement un activateur possede une structure modulaire, c'est-a-dire qu'il
existe au niveau de la proteine des domaines fonctionnels distincts et independants.
Les activateurs ont generalement un domaine de liaison a I'ADN essentiel a la
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liaison de I'activateur sur son promoteur cible. Une comparaison entre les sequences
de divers facteurs de transcription revele certains motifs communs responsables de
la liaison a I'ADN. La structure de ces families de motifs a ete bien caracterisee. II
est possible de classer ces motifs structuraux dans les families des motifs HTH,
bHLH, et "zinc-finger" (Nelson, 1995). Certains activateurs sont recrutes au gene-
cible via des interactions avec d'autres proteines deja liees a I'ADN. C'est Ie cas de
I'activateur VP16, du virus de I'herpes, qui lie Ie facteur Oct. D'autres encore ne lient
pas I'ADN mais I'ARN tel Tat. Deux types d'elements d'ADN sequence-specifiques
contiennent des sites de liaison pour des activateurs. Le premier est un element
promoteur-proximal et est situe entre 50 et quelques centaines de paires de bases
du site +1. Le deuxieme est appele "enhancer". Un "enhancer" agit independamment
de son orientation et de la distance a laquelle il est situe par rapport au site +1. Ainsi
il peut etre place a plusieurs kilobases en amont ou en aval du site +1 . II peut aussi
etre intrinseque au gene.
Les activateurs possedent aussi une region responsable d'elever Ie niveau de
transcription d'un gene: Ie domaine d'activation. II est possible de fusionner un
domaine d'activation a un domaine de liaison a I'ADN heterologue et de reproduire
I'effet de la proteine entiere dans des sytemes de transcription in vitro et in vivo. Les
domaines d'activation sont moins connus structurellement. 11s sont generalement
classes sur la base de leur composition en acides amines. II existe des domaines
d'activation riches en acides amines acides ou en glutamine ou en proline ou encore
en serine/threonine. Des domaines d'activation riches en isoleucine ou en acides
amines basiques ont aussi ete decrits (Triezenberg, 95). De la meme fagon, les
domaines represseurs sont classes par Ie type d'acides amines dont ils sont
composes. Des domaines represseurs riches en alanine, glutamine et/ou proline ont
ete identifies (Cowell, 1994). Les domaines d'activation doivent interagir directement
ou indirectement avec la machinerie transcriptionelle afin de moduler Ie niveau de
transcription. De quelle maniere ces domaines activateurs et represseurs peuvent-ils
agir sur Ie PIC? Des ebauches de reponse seront envisagees ci-bas.
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Coactivateurs.
II est interessant de noter que malgre Ie nombre important d'interactions directes
decrites entre des domaines d'activation et des FGTs, I'activation necessite d'autres
facteurs appeles coactivateurs. Les coactivateurs font Ie lien entre I'activateur et la
machinerie transcriptionnelle basale et permettent d'atteindre des niveaux
transcriptionnels plus eleves. II existe differents coactivateurs, soit gene-specifique
ou plus generaux. Une famille de coactivateurs generaux sur laquelle je vais
m'attarder est celle des TAF||S. Les TAF||S sont associes de fagon stable a TBP in
vivo pour former Ie FGT TFIID. Les TAF||S ont ete isoles a la fois chez I'humain, la
drosophile et la levure (pour une revue recente voir Burley et Roeder, 1996). Us sont
au nombre de huit ou plus et ont pour la plupart un homologue chez les trois
especes. Certains TAF||S sont indispensables a la viabilite de la cellule chez les
eucaryotes. 11s ne sont pas necessaires pour reconstituer la transcription basale in
vitro mais sont necessaires a I'activation in vitro mediee par un activateur. Ainsi des
experiences utilisant divers activateurs indiquent que TBPr ne peut se substituer au
facteur TFIID partiellement purifie pour diriger I'activation (Hoey et al., 1990; Pugh et
Tjian, 1990; Dynlacht et a/., 1991). Un coactivateur fait Ie pont entre un activateur
gene-specifique et la machinerie transcriptionnelle generale. Pour ce faire Ie
coactivateur doit interagir a la fois avec un activateur et un ou des FGTs. Par
exemple, TAFn40 interagit a la fois avec TFIIB et VP16 (Goodrich et al., 1993).
Le clonage de la plupart des TAF||S de drosophile a permis de reconstituer une
activite TFIID in vitro permettant de montrer que differentes combinaisons de
coactivateurs sont utilisees par des activateurs differents pour medier I'activation. Le
facteur NTF-1 necessite Ie complexe TBP-TAFn250-TAFn150 pour agir tandis que
Sp1 necessite en plus une interaction avec TAF||HO (Chen et al., 1994). IIest done
possible que I'expression d'un gene, specifique a un tissu, soit causee par la
difference d'expression des TAF||S aussi bien que celle des activateurs d'un tissu a
I'autre. L'interaction entre differents activateurs et des TAF||S est egalement
necessaire a I'effet de synergie observee lors de I'activation de la transcription
(Sauere?a/., 1995a,b).
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Dernierement, I'absolue necessite des TAF||S pour medier I'activation a ete remise
en cause par deux equipes soit celle de Kevin Struhl et celle de Michael Green, Ces
chercheurs ont montre que I'inactivation de certains TAFns n'affecte pas la
transcription de la plupart des genes en reponse a des activateurs. Cette observation
est particulierement surprenante puisque I'un des TAF||S inactives dans ces etudes,
TAFn145, I'homologue, chez la levure, de hTAF||250, un TAF|| considere comme
essentiel a la formation du facteur TFIID, et Ie seul connu pour lier yTBP (Reese et
a/., 1994). Ces deux groupes concluent que, generalement, I'activation de la
transcription in vivo peut se faire en absence des TAF||S (Walker et al., 1996;
Moqtaderi et a/., 1996). Moqtaderi et al. (1996) ont de plus montre que I'inactivation
des TAF||S affecte la croissance cellulaire et reduit la transcription de genes
possedant un promoteur avec un element TATA non-consensus. II est done possible
que, chez la levure, les TAF||S soient requis pour I'activation de certains genes
seulement, dont ceux impliques dans la croissance cellulaire et possiblement ceux
contenant un element TATA faible ou ne contenant pas de boTte TATA. De plus, il
existe des cas d'activation TAFu-independante chez les eucaryotes superieurs et
chez la levure. C'est Ie cas par exemple de I'activation de I'holoenzyme ne contenant
pas de TAF||S (Koleske et Young, 1994; Kim et a/,, 1994b). II se peut qu'il existe
plusieurs voies d'activation dependamment du gene, et faisant appel aux TAF||S ou a
d'autres co-facteurs notamment ceux contenus dans I'holoenzyme.
Les TAF||S sont-ils necessaires a I'activation in vivo chez les eucaryotes superieurs?
Cette question a ete etudiee chez la drosophile par I'equipe du Dr. Tjian. Sauer et al.
(1996) qui ont isole deux alleles mutantes des genes codant pour dTAFnHO et
dTAFii60. In vitro, ces deux proteines mutantes n'interagissent pas normalement
avec leurs partenaires habituels et ne peuvent done pas s'associer au complexe
TFIID in vivo. Ces TAF||S mutants ont aussi ete testes in vivo pour leur capacite a
medier I'activation des genes hunchback (hb) et huckebein (hkb) par I'activateur
bicoid (bed). II avait deja ete demontre, in vitro, que bed interagissait a la fois avec
TAF||I 10 et TAF||60 et que ces interactions etaient necessaires a son activite (Sauer
et a/., 1995a,b). Des embryons de drosophile portant une allele mutante pour I'un ou
I'autre des TAF||S ont des niveaux reduits de transcription des genes hb et hkb. Ces
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resultats appuient I'hypothese selon laquelle les TAF||S sont requis pour I'activation in
vivo et que differents TAF||S sont la cible d'activateurs divers.
L'anti-repression.
In vivo, I'ADN genomique est compacte en une structure appellee la chromatine.
Dans la chromatine, I'ADN est associe a plusieurs proteines dont les histones et
d'autres proteines dites non-histones. L'ADN complexe aux histones forme une unite
structurale: Ie nucleosome. Le nucleosome est compose d'un octamere d'histones,
soit une paire de chacun des histones H2A, H2B, H3 et H4, relies a I'histone H1.
L'ADN s'enroule deux fois autour de ce noyau octamerique, ce qui englobe 146
paires de bases (pour une revue voir Paranjape et al., 1994). L'ADN ainsi enroule
autour du noyau d'histones est inaccessible aux facteurs de transcription.
L'assemblage de nucleosomes in vitro reprime la transcription, a moins que TBP ou
TFIID soit prealablement associe au promoteur (Workman et Roeder, 1987). II a ete
demontre que les regions actives transcriptionnellement sont depouilles d'histones
H1 (Paranjape et al., 1994). De plus, dans un systeme de transcription in vitro
reconstitue avec de la chromatine, I'ajout d'histones H1 inhibe la transcription basale
(Laybourn et Kadonaga, 1991). L'effet de la chromatine sur la transcription en est
done un de repression. Certains activateurs eVou coactivateurs agissent en
contrecarrant I'effet negatif de la chromatine, ce qui est appele I'anti-repression.
Pour que les facteurs de transcription accedent a leur domaine de liaison sur I'ADN
la stucture de la chromatine doit etre remodelee. II existe certains complexes
proteiques qui peuvent effectuer ce travail. II s'agit des complexes SWI/SNF et
NURF, tous deux ATP-dependants (Orphanides et al., 1996). Le complexe SWI/SNF
chez la levure et un complexe homologue chez I'humain favorisent la liaison de
I'activateur Gal4 et TBP a I'ADN (Cote et al., 1994; Imbalzano et al., 1994b). La
structure de la chromatine remodelee reste a clarifier. Un mecanisme par lequel il est
possible de renverser I'effet inhibiteur de la chromatine sur la transcription est
I'acetylation des histones. En effet, 11 y a une correlation entre Ie niveau d'acetylation
16
des histones et I'activite transcriptionnelle d'un domaine chromosomique (Wolffe et
Pruss, 1996). Cette acetylation sur les residus lysine de la queue N-terminale des
histones peut neutraliser la charge positive de ces domaines et diminuer leur
interaction avec I'ADN. Cela doit permettre I'association des facteurs de
transcription, dont TBP, et ce, meme en absence du complexe SWI/SNF (Wolffe et
Pruss, 1996; Godde et al., 1995; Imbalzano et al., 1994b). Dernierement, une
activite acetyltransferase a ete decouverte chez certains facteurs de transcription tel
que GCN5 chez la levure (Brownell et al., 1996) et plus recemment chez TFIID via
sa sous-unite hTAFu250 (Mizzen et al., 1996). TFIID apparaTt done etre implique
dans un mecanisme d'anti-repression lui permettant d'acceder au promoteur. Une
autre evidence appuyant cette hypothese vient du fait que certains TAF||S dans
TFIID adoptent une architecture semblable a celle de I'octamere d'histones, ce qui
suggere que TFIID interagit avec Ie promoteur tel un nucleosome, enroulant I'ADN
autour de lui-meme et pouvant competitionner avec Ie nucleosome pour la liaison a
I'ADN ( Oelgeschlager et al., 1996; Hoffmann et al., 1996; Nakatani et al., 1996; Xie
et al., 1996). L'assemblage de I'ARN pol II et de la majorite des FGTs, en absence
des TAF||S, pourrait aussi comporter I'enroulement de I'ADN autour du complexe
proteique. Get enroulement necessiterait TFIIE, TFIIF et TFIIH et confererait a ces
facteurs un role dans I'anti-repression (Forget et al., 1997; Kim et al., 1997; Robert et
a/, 1998).
Certains represseurs agissent de fagon plus active que la chromatine pour reprimer
la transcription de genes specifiques. Ces represseurs sont separes en deux
classes, dependamment de leur mecanisme d'action. Ainsi ils peuvent fonctionner
soit par sequestration d'un activateur, effet nomme anti-activation, ou par interaction
directe avec Ie PIC. La premiere classe de represseurs comprend certaines
proteines qui competitionnent avec un activateur pour la liaison a I'ADN. Cette classe
comprend egalement les represseurs qui interagissent avec des activateurs, soit en
solution ou lies au promoteur, pour bloquer leur domaine de liaison a I'ADN ou leur
domaine d'activation. Le premier cas peut etre represente par la proteine CHOP qui
forme un heterodimere avec I'activateur C/EBP. Le complexe CHOP-C/EBP est
incapable de lier I'ADN. Le deuxieme cas est represente par Ie systeme Gal4-Gal80
chez la levure. Gal4 active les genes necessaires au metabolisme du galactose.
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Gal4 et Gal80 forment un complexe, et, en absence de galactose, ce dernier bloque
Ie domaine activateur de Gal4. La deuxieme classe de represseurs comprend les
represseurs qui interagissent directement avec Ie PIC. Ceux-ci fonctionnent
independamment de la presence d'un activateur et affectent la transcription basale.
Par exemple, NC2/DM est un represseur agissant via une interaction avec TBP.
Cette liaison empeche Ie recrutement des facteurs TFIIA, TFIIB et de I'ARN pol II au
promoteur (Inostroza et a/., 1992; White et al., 1994; Kim era/., 1996). Dr2/DNAtopo
I agit de la meme fagon (Merino et al., 1993). Le role de certains activateurs sera
done de contrecarrer I'effet negatif de ces represseurs sur la transcription. Ainsi
I'activateur E1a peut inverser I'effet d'inhibition cause par NC2/DM in vivo et ce en Ie
deplagant de sa cible (Kraus etai, 1994).
Activation du recrutement des FGTs au promoteur.
Tel que mentionne plus tot, plusieurs interactions ont ete decrites entre divers
domaines d'activation et divers FGTs incluant les TAF||S. La premiere de ces
interactions a etre identifiee a ete celle entre I'activateur VP16 et TBP (Stringer et a/.,
1990). L'interaction est jugee importante du fait que des mutants de VP16 deficients
en activation in vivo sont incapables de Her TBP in vitro (Ingles et al., 1991). La
fonction attribuee a ces interactions est de faciliter Ie recrutement du facteur cible au
promoteur. Le recrutement facilite des FGTs au promoteur grace a des activateurs
represente encore Ie modele Ie plus simple, et Ie plus generalement accepte, du
mecanisme d'activation. Mais il n'est pas Ie seul. Une evidence appuyant fortement
I'importance du recrutement de TBP au promoteur comme etape limitante de
I'activation in vivo a ete apportee simultanement par plusieurs equipes. II a ete
montre que Ie recrutement de TBP de fagon artificielle au promoteur suffisait a
activer la transcription in vivo chez la levure (Chatterjee et Struhl, 1995; Xiao et al.,
1995; Klages et Strubin, 1995). D'autre part, lorsque les regions de TBP necessaires
a son interaction avec I'ADN sont mutees, son activite dans I'activation est inhibee
sans affecter la transcription basale (Lee et Struhl, 1995; Kim et al., 1994a).
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L'effet de certains activateurs sur Ie recrutement de TFIID in vitro est bien
documente. Ainsi plusieurs etudes demontrent que divers activateurs agissent tot
dans la formation du PIC, soit dans I'assemblage de I'intermediaire TFIID-TFIIA-
ADN. Wang et al. (1992) ont demontre que I'assemblage d'un complexe TFIID-
TFIIA-ADN est une etape limitante dans I'ouverture de I'helice d'ADN stimulee par la
proteine de fusion Gal4-AH. D'autres equipes ont par la suite montre que des
activateurs et coactivateurs facilitent Ie recrutement de TFIID au promoteur,
recrutement qui depend de la presence d'un domaine activateur, des TAF||S et de
TFIIA (Lieberman et Berk, 1994; Kobayashi et al., 1995; Kaiser et al., 1995; Shykind
et al., 1997). II semble done qu'un mecanisme privilegie par plusieurs activateurs soit
la stimulation du recrutement du complexe TFIID/TFIIA au promoteur.
TFIIB est sans doute Ie FGT, avec TBP, pour lequel des interactions avec Ie plus
grand nombre de domaines d'activation ont ete decrites. II a ete demontre que
certains de ces domaines d'activation, tel celui de Gal4-AH, favorisent Ie recrutement
de TFIIB au PIC lorsque TBP y est deja assemble (Choy et Green, 1993; Un et
Green, 1991). Ces memes etudes suggerent que Ie recrutement de TFIIB n'est pas
une etape suffisante a I'activation, mais qu'une etape ulterieure impliquant les TAF||S
est egalement ciblee (Choy et Green, 1993). II est a noter que lors du degagement
du promoteur, TFIID demeure assemble au promoteur et sert de pont d'attache pour
I'assemblage de TFIIB, initiant ainsi un nouveau cycle de transcription (Zawel et al.,
1995). II n'est done pas fortuit d'observer autant d'activateurs regulant I'entree de
TFIIB car Us peuvent ainsi faciliter la reinitiation de la transcription.
Activation par changements de conformation.
Le recrutement d'un FGT par un activateur n'est pas Ie seul mecanisme d'activation
ayant ete documente. En effet I'activation peut impliquer certains changements
conformationnels des FGTs, en plus d'agir sur d'autres etapes de la transcription.
Les activateurs Gal4 et ATF alterent la liaison de TFIID au promoteur provoquant
des interactions en aval du promoteur tel qu'observe par protection a la DNase I
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(Horikoshi et al., 1988a, 1988b). L'effet est juge significatif du fait que des derives de
Gal4, inactifs en transcription in vivo , ne produisent aucun effet sur Ie patron de
protection a la DNase I de TBP in vitro. Un changement qualitatif du complexe
TFIID-TFIIA a aussi ete observe en presence des activateurs Zta, du virus d'Epstein-
Barr, et VP16 en presence du coactivateur HMG-2 (Lieberman et Berk, 1994;
Shykind et al., 1995), tous deux impliquant des interactions en aval de la boTte
TATA. Recemment, II a ete demontre que Zta stimule une isomerisation du
complexe TFIID-TFIIA. Ce changement de conformation provoque la transition d'un
complexe inactif en un complexe active. L'hypothese maintient que ce changement
de conformation permettra Ie recrutement facilite des autres membres du PIC (Chi et
Carey, 1996).
La liaison de TFIIB au PIC induite par un activateur peut egalement impliquer un
changement de conformation. Ce changement de conformation a ete demontre pour
VP16. Celui-ci peut perturber I'interaction intramoleculaire entre les parties N et C-
terminales de TFIIB, inhibant ainsi sa liaison au PIC (Roberts et Green, 1994).
Activation par modifications covalentes.
D'autres modifications sont apportees aux FGTs lors de la transcription. Ce sont des
modifications covalentes induites par des activites enzymatiques. Celles-ci peuvent
etre stimulees par des activateurs. La modification covalente la plus courante de la
machinerie transcriptionnelle est la phosphorylation. Le domaine CTD de I'ARN pol II
peut etre modifie par phosphorylation. Cette phosphorylation declenche Ie
degagement du promoteur. Le facteur TFIIH, via sa sous-unite cdk7/M015, possede
une activite kinase cycline-dependante et specifique au CTD. De plus, TFIIH interagit
avec plusieurs activateurs dont I'activateur Tat du VIH, VP16 et p53 (Parada et
Roeder, 1996; Xiao et al., 1994). Dernierement, il a ete demontre que Tat stimule la
phosphorylation du CTD par TFIIH et, par Ie fait meme, stimule Ie passage d'une
ARN pol II en phase d'initiation a une ARN pol II en phase d'elongation (Parada et
Roeder, 1996).
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Une activite phosphatase capable de dephosphoryler Ie CTD a ete identifiee, offrant
une cible possible de plus a des proteines regulatrices (Chambers et Dahmus,
1994). Ainsi la dephosphorylation du CTD, concomitante avec la terminaison de la
transcription, ou lorsque I'ARN pol llo est en solution, permettrait Ie retour a une ARN
pol lla capable de se reassocier au promoteur et permettre plus rapidement la
reinitiation de la transcription (Dahmus, 1996).
Un autre facteur du PIC possedant une activite kinase est TAFu250 qui phosphoryle
specifiquement la sous-unite RAP74 de TFIIF. La fonction de cette phosphorylation
n'est pas encore connue. Par centre, it est reconnu que I'activite de RAP74 lors de
I'initiation et de I'elongation peut etre regulee via cette modification (Kitajima et a/.,
1994). Un activateur pourrait stimuler la phosphorylation de RAP74 qui permettrait a
ce dernier de s'associer a I'ARN pol II dans un complexe d'elongation. Ainsi
I'association de RAP74 a I'ARN pol II est plus efficace lorsque RAP74 est
phosphoryle. Par ailleurs TFIIF est la cible d'au moins un activateur soit Ie facteur
SRF (Joliot et al., 1995). II reste a savoir si SRF regule la phosphorylation de RAP74
par I'intermediaire de TAFu250.
Activation au niveau de I'ouverture de I'helice d'ADN et de I'elongation.
Le mecanisme d'action des activateurs au niveau de ces deux etapes demeure
enigmatique. L'activateur VP16 stimule la formation d'un complexe ouvert,
possiblement en favorisant directement I'ouverture de I'helice d'ADN (Wang et al.,
1992). Les facteurs TFIIE, TFIIF et TFIIH sont impliques dans I'ouverture de I'helice
d'ADN et dans Ie degagement du promoteur. Leur fonction consiste a stabiliser
I'ADN simple brin, phosphoryler Ie CTD et/ou permettre I'enroulement de I'ADN
autour du PIC. Ces differentes etapes peuvent etre regulees. Des interactions entre
ces facteurs et des facteurs de regulation sont connues. TFIIF interagit avec SRF;
TFIIE interagit avec Kruppel, un facteur de regulation de la segmentation chez la
drosophile (Sauer et al., 1995a,b); et TFIIH interagit entre autres avec VP16, p53 et
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Tat. Ces activateurs pourraient recruter TFIIF, TFIIE et/ou TFIIH au promoteur ou
stimuler leurs activites respectives.
L'effet d'un activateur sur I'elongation est mesure d'apres sa capacite a rendre I'ARN
pol II plus processive, c'est-a-dire qu'il permet a I'ARN pol II de passer outre des
sites de pause ou d'arret rencontres Ie long de la matrice d'ADN. Plusieurs facteurs
de transcription stimulent la processivite de I'ARN pol II (Yankulov et al., 1994).
Certains d'entre eux, tels VP16 et E1a, stimulent a la fois I'initiation et I'elongation
(Yankulov et al., 1994). Le mecanisme par lequel un activateur rend I'ARN pol II plus
processive n'est pas encore connu. II a ete propose que les activateurs ciblant
I'etape d'elongation Ie font via les facteurs TFIIF, TFIIH et/ou I'ARN pol II (Bentley,
1995).
Activation et holoenzyme.
A quel point Ie modele de la formation du PIC via I'holoenzyme modifie-t-il notre
vision de la regulation de la transcription? Tout d'abord, il introduit une nouvelle voie
d'activation TAFn-independante. En effet I'holoenzyme de levure repond aux
activateurs en absence des TAF||S et requiere plutot d'autres coactivateurs presents
dans Ie mediateur (Koleske et Young, 1994; Kim et al., 1994b). Le mediateur
interagit directement avec l'activateurVP16 (Hengartner et al., 1995). L'activateur tat
interagit aussi avec une composante de I'holoenzyme humaine (Cujec et a/., 1997).
Chez les mammiferes, une holoenzyme a aussi ete isolee ne contenant pas Ie
facteur TFIID et capable de repondre a I'activateur VP16 in vitro (Maldonado et al.,
1996). Par contre des formes d'holoenzyme possedant TBP et des TAF||S ont ete
isolees chez Ie rat et I'humain (Ossipow et a/., 1995; Pan et al., 1997). L' holoenzyme
humaine repond aux activateurs VP16 et Sp1 (Pan et al., 1997). Etant donne que la
composition des holoenzymes jusqu'ici isolees depend de la methode de purification
utilisee, il n'est pas clair quelle pourrait etre la forme existante in vivo.
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Le fait que Ie modele d'assemblage du PIC par I'holoenzyme ne prevoit que deux
etapes, soit I'association de TBP ou TFIID a la boTte TATA suivie du recrutement de
I'holoenzyme, Ie nombre de sites de regulation est considerablement reduit. Dans un
modele sequentiel I'interaction d'un domaine activateur avec divers FGTs peut
garantir une synergie d'activation en stimulant plus d'une etape de recrutement.
Cependant, dans Ie modele de I'holoenzyme, les differentes interactions activateur-
FGTs deviennent redondantes. En effet, il a ete montre qu'un contact entre une
seule composante de I'holoenzyme, Gall 1, et Ie domaine de liaison a I'ADN des
proteines LexA, Gal4 ou Pho4 suffit a activer la transcription in vivo (Barberis et al.,
1995; Gaudreau et al., 1997). Dans un cas, ce recrutement de I'holoenzyme permet
egalement Ie remodelage de la chromatine (Gaudreau et al., 1997). La plus simple
interpretation de ce resultat est que I'activation est due au recrutement facilite de
I'holoenzyme grace a I'attachement de Gall 1, composante de I'holoenzyme, sur une
proteine liant I'ADN. Chacune des interactions activateur-FGT connues sont autant
de surfaces d'interactions possibles entre I'holoenzyme et un activateur. Un
mecanisme de synergisme pourrait etre observe dans Ie cas ou differents domaines
activateurs agissent a la fois sur Ie recrutement de TBP ou TFIID et sur Ie
recrutement de I'holoenzyme. Ceci a d'ailleurs ete observe. La transcription est
activee a un plus haut degre lorsque TFIID et TFIIB sont tous deux recrutes
artificiellement a un promoteur plutot qu'independamment (Gonzalez-Couto et al.,
1997). Un fait interessant pertinent a I'activation via I'holoenzyme est de constater
que celle-ci est associee au complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF
(Wilson et al., 1996). Ceci donne a I'holoenzyme la capacite intrinseque de defaire
I'ADN nucleosomal et permettre a ces differentes composantes d'acceder plus
facilement au promoteur. Par centre, la necessite du complexe SWI/SNF reste
controversee car il a ete observe qu'un remodelage de la chromatine est possible en
son absence et par simple recrutement de I'holoenzyme (Gaudreau et al., 1997). II
est done possible que d'autres facteurs faisant partie de I'holoenzyme permettent Ie
remodelage de la chromatine.
Des etapes de I'initiation de la transcription autres que Ie recrutement des FGTs au
promoteur peuvent impliquer I'holoenzyme. L'ouverture de I'helice, Ie degagement du
promoteur et I'elongation sont autant d'etapes pouvant etre ciblees par des
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activateurs. Ainsi TFIIH fait partie de I'holoenzyme et son activite kinase du CTD est
regule par certains activateurs. Par ailleurs I'efficacite d'elongation de I'ARN pol II est
inhibee par des mutations dans les genes SRB2 et SRB10, deux composantes de
I'holoenzyme (Greenblatt, 1997). II est interessant de noter que Ie produit de SRB10
est une kinase cycline-dependante qui phosphoryle Ie CTD. Le taux de
phosphorylation du CTD est reduit lorsque SRB10 est mute (Liao et al., 1995). Des
activateurs pourraient done agir sur celui-ci pour stimuler Ie degagement du
promoteur. II est done envisageable que, outre Ie recrutement des composantes du
PIC sous forme d'holoenzyme, des activateurs assembles sur des sequences
regulatrices puissent egalement stimuler des etapes ulterieures de la transcription,
permettant ainsi un effet de synergie. Ces activateurs pourraient agir sur diverses
etapes tel que la restructu ration de la chromatine, Ie recrutement de I'holoenzyme,
I'enroulement de I'ADN, I'ouverture de I'helice d'ADN, Ie degagement du promoteur
et I'elongation. L'effet de ces activateurs pourrait inclure des changements
conformationnels ou des modifications covalentes tel que discute ci-haut.
TFIIA.
TFIIA a ete I'un des premiers FGTs a etre purifie et pourtant il demeure encore un
des plus enigmatiques. TFIIA a ete purifie de differentes sources tel que la levure,
I'humain et Ie thymus de veau (Ranish et Hahn, 1991; Coulombe et al., 1992;
Samuels et al., 1982). La composition du facteurvarie selon I'espece. Chez I'humain
ce facteur est compose de trois sous-unites respectivement de Mr de 35, 19 et 12
kDa (Cortes et al., 1992; Coulombe et al., 1992). Chez la levure, il est compose de
deux sous-unites de Mr de 32 et 13.5 kDa (Ranish et Hahn, 1991). Les genes ont
ete clones pour chacune des sous-unites chez la levure (Ranish et al., 1992), la
drosophile (Yokomori et a/., 1993; Yokomori et a/., 1994; Bernstein et a/., 1994) et
I'humain (Ma et al., 1993; Dejong et Roeder, 1993; Ozer et al., 1994; Dejong et al.,
1995) et demontrent qu'elles sont hautement conservees a travers les especes.
D'ailleurs, yTFIIA est interchangeable avec hTFIIA dans un systeme de transcription
in vitro de mammifere (Ranish et al., 1992). Le clonage de la grosse sous-unite de
35 kDa chez I'humain et la drosophile (TFIIAa) a demontre que Ie gene codait
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egalement pour la sous-unite de 19 kDa (TFIIAp). Le precurseur (TFIIAcc/p) est dive
post-traductionnellement en ses deux sous-unites, la region N-terminale
correspondant a la sous-unite a et la region C-terminale a la sous-unite p. Le site de
clivage n'est pas encore connu. La petite sous-unite (TFIIAy) est codee par son
propre gene. yTFIIA est composee de deux sous-unites codees par des genes
differents: TOA1 et TOA2. TOA1 possede deux regions de forte homologie avec Ie
gene ap/L humain et de drosophile, soit les parties N et C-terminales. Plus
particulierement, la partie N-terminale de TOA1 est identique a 39% avec la sous-
unite a humaine tandis que la partie C-terminale de TOA1 est identique a 44% a la
sous-unite P (Kang et al., 1995; Yokomori et al., 1993). TOA2 est similaire a 56%
avec la sous-unite yhumaine (Ozer et al., 1994) (figure 2).
La necessite de TFIIA lors de I'initiation de la transcription a longtemps ete un sujet
de controverse. Des etudes anterieures tendaient a dire qu'il etait soit indispensable,
stimulateur ou pas necessaire du tout, dependant du systeme de transcription in
vitro utilise. II est aujourd'hui generalement accepte que TFIIA stimule la transcription
basale lorsque TFIID est utilise mais n'a aucun effet en presence de TBP. Son role
dans I'activation de la transcription est mains controverse. II est generalement
considere essentiel a I'action de certains activateurs.
Role de TFIIA en transcription : anti-repression.
Le fait que TFIIA agisse en stimulant la transcription en presence de TFIID, mais non
de TBP, a forge I'hypothese que TFIIA contrecarre I'effet de facteurs associes a TBP
qui empechent sa liaison a la boTte TATA (Cartes et al., 1992). En accord avec cette
hypothese, il a ete demontre que TFIIA peut relever I'effet d'inhibition cause par
Dr2/DNA topo I dans un systeme de transcription in vitro (Merino et al., 1993; Ma et
aL, 1993). Un autre cofacteur negatif ayant une interaction directe avec TBP et ayant
un effet inhibiteur sur la transcription est NC2/Dr1. Celui-ci et TFIIA interagissent
tous deux avec la region basique de TBP (Kim et al., 1995). TFIIA peut


















Figure 2.A) Representation schematique des sous-unites de hTFIIA. Les regions
hachurees sont les regions homologues entre hTFIIA et yTFIIA. B) Le precurseur
TFIIAo(/P chez I'humain est dive post-traductionnellement en deux sous-unites a et p
de 35 et 19 kDa respectivement. Le site de clivage au niveau de I'acide amine
274/275 est approximatif.
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inhibiteur (Kim et al., 1995; Kim et al., 1996). II est aussi possible que TFIIA
provoque un changement de conformation de TFIID empechant son interaction avec
des facteurs negatifs et vice versa. D'ailleurs une conformation "activee" du
complexe TFIID-TFIIA-ADN est necessaire pour obtenir I'activation par VP16. TFIIA
peut aussi abolir I'effet inhibiteur de certains TAF||S. En effet, il a ete demontre que
TAFii170/Mot1 inhibe la liaison de TBP a certains promoteurs de maniere ATP-
dependante (Poon et al., 1994). TFIIA est en mesure de relever cette inhibition
(Auble et Hahn, 1993; Auble et al., 1994). Le role d'anti-repression de TFIIA peut
aussi s'effectuer au niveau de la chromatine car des etudes de transcription in vitro
reconstituee avec des nucleosomes montrent que TFIIA est necessaire a la liaison
du promoteur par TBP lors du remodelage de la chromatine (Imbalzano et al.,
1994b; Godde et al., 1995). Cette necessite proviendrait tout simplement de la
capacite de TFIIA a stabiliser la liaison de TBP a la boTte TATA.
TFIIA et I'activation de la transcription.
La necessite du facteur TFIIA dans I'activation de la transcription par differentes
classes d'activateurs in vitro et in vivo est generalement acceptee (Sun et al., 1994;
Ma et al., 1993; Ozer et aA, 1994; Kang et al, 1995; Dejong et a/., 1995). Etant
donne qu'il n'est generalement pas requis pour la transcription basale, TFIIA peut
etre considere comme un co-facteur similaire aux TAF||S. En accord avec ce role il
interagit a la fois avec des activateurs tel VP16 et Zta (Kobayashi et al., 1995),
d'autres coactivateurs comme PC4 (Ge et Roeder, 1993) et TAF||IIO (Yokomori et
a/., 1994) et des FGTs tel TBP. Mais par quel mecanisme agit-il? In vitro, TFIIA est
necessaire pour medier la reponse des activateurs et ce meme lorsqu'un systeme de
transcription hautement purifie,depourvu d'inhibiteurs, est utilise (Ma et al., 1996;
Ozer et al., 1994; Sun et al., 1994). De plus, recemment, la fonction d'anti-
represseur de TFIIA a ete separee de celle de coactivateur (Ma et al., 1996). Ainsi
une forme de TFIIA ne contenant pas la sous-unite a, baptisee mini-TFIIA, est
capable de fonctionner comme anti-represseur de Dr2/DNA topo I sans stimuler
I'activation de la transcription par VP16. TFIIA doit done permettre I'activation de la
transcription par un autre mecanisme que celui de I'anti-repression. La possibilite
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que I'un des TAF||S ait une fonction inhibitrice qui est contrecarree par TFIIA n'a
toutefois pas ete ecartee.
Une autre fonction de TFIIA est de stabiliser la liaison de TBP a la boTte TATA.Tel
qu'enonce plus tot Ie simple recrutement artificiel de TBP au promoteur suffit a
activer la transcription in vivo chez la levure. II est done cense de croire que tout
mecanisme facilitant ce recrutement peut contribuer a I'activation. Par ailleurs, il a
ete demontre que I'interaction TBP-TFIIA est necessaire a I'activation in vivo. En
fusionnant la petite sous-unite de yTFIIA, TOA2, a un mutant de TBP (N2-1)
deficient pour I'activation et pour I'interaction avec TFIIA il a ete possible de
recuperer la fonction d'activation (Stargell et Struhl, 1995). Divers activateurs
favorisent Ie recrutement d'un complexe TFIID-TFIIA. Par contre, Ie role stabilisateur
de I'interaction TBP-boTte TATA par TFIIA ne semble pas etre la seule maniere pour
activer la transcription. Ainsi, en absence de TAF||S I'activation n'est pas possible. De
plus, une etape autre que Ie recrutement du complexe TBP-TFIIA a ete mise en
evidence comme etant necessaire a I'activation in vivo (Stargell et Struhl, 1996).
Ainsi, certains mutants de TBP deficients pour I'activation et capables d'interagir
avec TF11A ne peuvent pas etre rescapes en les recrutant artificiellement au
promoteur (Stargell et Struhl, 1996). TFIIA pourrait agir a une etape subsequente au
recrutement de TFIID au promoteur. En appui a cette hypothese, certains mutants
de la sous-unite y de hTFIIA ont ete isoles. Ceux-ci stimulent la formation d'un
complexe TBP-TFIIA-ADN mais ne peuvent pas medier I'activation de certains
activateurs (Ozer et a/., 1996). Outre Ie recrutement de TFIID au promoteur, sur
quelle etape TFIIA pourrait-il agir pour medier I'activation? Un changement de
conformation du complexe TFIID-TFIIA-ADN doit s'operer afin qu'il y ait activation.
Peut-etre ces mutants en sont-ils incapables. D'autre part des interactions de hTFIIA
avec TFIIE et TFIIF sont decrites dans ce memoire et implique possiblement TFIIA
dans I'enroulement de I'ADN autour de I'ARN pol II, de I'ouverture de I'helice, et/ou
de I'elongation. Le fait que TFIIA ne soit pas, jusqu'ici, retrouve dans I'holoenzyme
permet de croire que TFIIA, tout comme les TAF||S, est important pour I'activation
d'un groupe de genes seulement. II est possible que TFIIA affecte la transcription
des memes genes impliquant les TAF||S mais non ceux impliquant les co-facteurs de
I'holoenzyme. Le role de TFIIA n'est done pas totalement compris.
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Structure du PIC.
La structure du PIC depend de sa composition et des diverses interactions
proteines-ADN et proteines-proteines de ses composantes. Cette structure
determine la fonction du PIC. De nombreuses etudes ont analyse la structure du PIC
afin de mieux comprendre comment il fonctionne et comment il est regule. Certains
activateurs peuvent modifier la structure de certains facteurs en solution ou au
niveau du promoteur. II est done important, pour comprendre comment un activateur
agit sur Ie PIC, d'etudier la structure de ce dernier.
Les toutes premieres etudes de la structure du PIC sur un promoteur utilisaient la
methode de protection a la DNase I (Buratowski et al., 1989; Peterson et al., 1990).
C'est ainsi qu'il a ete decouvert que TBP lie une sequence specifique: la boTte TATA
(Davison et al., 1983). Ces etudes etablissaient des regions, Ie long d'un promoteur,
occupees par les divers FGTs. Cependant, il n'etait pas possible de distinguer entre
la region occupee par un facteur en particulier et un effet de celui-ci sur la
localisation d'un autre facteur present sur Ie promoteur. Buratowski et al (1989) ont
construit un modele lineaire dans lequel TFIID couvrait la boTte TATA, TF11A etait
place en amont de TFIID, TFIIB etait situe en aval de TFIID, couvrant Ie site +1, et
TFIIE couvrait une region en aval du site +1 jusqu'a +30 tandis que I'ARN pol II
couvrait une region allant de -47 a +20.
La structure de certains intermediaires du PIC a ete resolue par crystallographie.
Ainsi, la structure des complexes TBP-ADN (Kim et al., 1993a; Kim et al., 1993b;
Kim et Burley, 1994), TBP-TFIIB-ADN (Nikolov et al., 1995) et TBP-TFIIA-ADN
(Geiger et al., 1996; Tan et al., 1996), entre autres, a ete analysee par
crystallographie. II est important de noter que la crystallographie de ces complexes a
ete produite avec des proteines tronquees. La possibilite que d'autres interactions ou
changements de conformation, qui ne soient pas observes dans les cristaux, causes
par des facteurs via leurs segments manquants, ne peut etre exclue. La
crystallographie de complexes plus gros etant difficile, il est necessaire d'utiliser
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d'autres methodes de moindre resolution pour eclairer notre vision de la structure du
PIC. Je decrirai ici quelques elements structuraux du PIC tels que determines par
diverses methodes de haute et faible resolution.
La structure de la partie C-terminale conservee de TBP ("core TBP" ou cTBP) chez
la levure, chez I'humain et chez Arabidopsis thaliana lies a I'ADN a ete resolue par
crystallographie. Ces etudes montrent que TBP lie Ie sillon mineur de I'ADN et a une
forme de selle chevauchant I'ADN au niveau de la boTte TATA. La surface concave
de TBP liant I'ADN est composee de dix brins antiparralleles formant un feuillet p
surmonte de quatre helices a sur la surface convexe. Ces dernieres sont exposee a
diverses interactions. Une caracteristique importante de la liaison de TBP a I'ADN
est qu'il induit une forte courbure de I'ADN de 80° (Juo etal., 1996).
La structure du complexe TBP-TFIIA-ADN a aussi ete resolue par crystallographie
(Tan et al., 1996; Geiger et al., 1996). Ce complexe comprend cyTBP et les regions
consen/ees des deux sous-unites de yTFIIA ("core yTFIIA" ou cyTFIIA) associees a
un fragment contenant la boTte TATA du promoteur CYC1. II a ete observe que
TFIIA ressemble a un L. Les parties C-terminales de TOA1 et de TOA2 forment une
structure en feuillets p: Ie baril p. Dans cette structure, 3 feuillets antiparalleles de
chaque polypeptide s'encerclent partiellement I'un dans I'autre. Les parties N-
terminates de TOA1 et TOA2 forment un amas compose de 4 helices a formant ainsi
I'autre bras du L. Le baril p debute a la boTte TATA rejoignant I'amas d'helices a plus
en amont. Ce dernier s'etend perpendiculairement a I'helice d'ADN. Le baril p est
responsable des interactions avec TBP et I'ADN. Les interactions entre TBP et TFIIA
se font surtout entre Ie feuillet p de TOA2 et un brin p au niveau du "stirrup" N-
terminal de TBP. Le domaine basique de TBP pourrait egalement etre implique dans
la liaison a TFIIA (Buratowski et Zhou, 1992; Lee et aL, 1992; Stargell et Struhl,
1995). La crystallographie a aussi permis d'observer des contacts entre la partie C-
terminate de TOA1 et I'ADN au niveau de la boTte TATA et avec des bases situees 5
paires de nucleotides en amont de la boTte TATA. L'amas d'helices a forme une
surface facilement accessible a differents facteurs impliques dans la transcription.
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Suite a la reconnaissance du promoteur par TBP, TFIIB peut s'assembler sur un
complexe TBP-ADN ou TBP-TFIIA-ADN via des interactions avec TBP pour former
Ie complexe TBP-TFIIB-ADN ou TBP-TFIIA-TFIIB-ADN respectivement (Buratowski
et al., 1989). Le complexe TBP-TFIIB-ADN a ete analyse par diverses methodes
dont Ie "photocross-linking" et tout recemment par crystallographie (Lagrange et al.,
1996; Nikolov et al., 1995). Ces etudes s'accordent pour dire que TFIIB se fixe sous
la surface concave de TBP en faisant contact avec I'ADN de part et d'autre de la
botte TATA. La crystallographie du complexe TBP-TFIIB-ADN montre que TFIIB
interagit avec Ie "stirrup" C-terminal de TBP.
Le PIC comprend plus de 34 polypeptides et atteint un Mr de 2 MDa. Ce complexe
etant trap gros pour etre resolu par crystallographie, des methodes de moindre
resolution doivent etre utilisees pour nous renseigner sur sa structure. Coulombe et
a/. (1994) ont localise certains facteurs du PIC Ie long du promoteur Ad2ML en
utilisant la methode de NsR-dUMP-photocross-linking. Cette methode permet de
sonder la topologie d'intermediaires du PIC plus complets et d'utiliser des proteines
tronquees ou completes. TFIIA etend la region protegee de la digestion a la DNase I
par TBP en amont du promoteur Ad2ML de -38 a -42 (Coulombe et al., 1994;
Buratowski et al., 1989). Coulombe et al. (1994) ont utilise la methode de NsR-
dUMP-photocross-linking pour localiser les sous-unites a et p de hTFIIA justement
dans cette region du promoteur. II a aussi ete possible de localiser TBP, TFIIB et
RAP30 ainsi qu'une sous-unite de I'ARN pol II Ie long du promoteur Ad2ML dans Ie
contexte d'un complexe comprenant TBP, TFIIB, TFIIF et I'ARN pol II. Ces
polypeptides ont ete pontes en aval de la boTte TATA a la position -19. A ce
complexe sera ajoute TFIIE et sa sous-unite TFIIE34 sera localisee juste en amont
du site +1 tandis que RAP74 sera pontee sur I'autre face de I'ADN, egalement en
amont du site +1, en accord avec un role dans I'ouverture de I'helice d'ADN (Robert
et al., 1996). De nouvelles donnees de "photocross-linking" et de microscopie
electronique revelent que I'ADN du promoteur s'enroule autour du PIC (Forget et al.,
1997; Kim et al., 1997; Robert et a/, 1998). En effet, TFIIF (RAP30 et RAP74),
TFIIE34 et des sous-unites de I'ARN pol II sont pontees a la fois en amont et en aval
de la boTte TATA suggerant un rapprochement des fragments d'ADN flanquant la
boTte TATA. De plus, une cinquantaine de paires de bases sont enfouies dans Ie
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PIC, tel qu'observe par microscopie electronique, suggerant par surcroTt
I'enroulement de I'ADN autour du PIC. TFIIE, TFIIF et TFIIH pourraient etre
impliques dans I'enroulement de I'ADN autour de I'ARN pol II, provoquant un
changement de conformation du PIC. II sera done interessant d'etudier I'effet d'un
activateur lie au promoteur sur la structure du PIC, en particulier sur I'enroulement de
I'ADN.
Objectifs.
Dans cette etude, nous aliens sender par NsR-dUMP-photocross-linking la
composition et la structure du complexe ternaire TBP-TFIIA-ADN. TBP ainsi que les
sous-unites a et p de hTFIIA ont deja ete localisees a certaines positions Ie long du
promoteur Ad2ML (Coulombe et al., 1994). Nous examinerons plusieurs autres
positions Ie long de ce promoteur pour mieux definir la situation des polypeptides
deja identifies et pour localiser la sous-unite y de TFIIA. Tel que discute auparavant,
la methode de NsR-dUMP-photocross-linking nous permet d'etudier la composition
des differents complexes ainsi que la position relative de chaque polypeptide Ie long
du promoteur. Elle nous permet egalement d'identifier des changements de
conformation causes par I'association d'un facteur au complexe transcriptionnel.
Forget et al. (1997) a montre que RAP74 et la sous-unite de 145 kDa de I'ARN pol II
sont pontees entre les regions -39 et -48, region ou TFIIA a deja ete ponte suggerant
qu'il peut y avoir une interaction entre ces proteines. Nous analyserons les
interactions entre TFIIA et les autres FGTs et I'ARN pol II par chromatographie
d'affinite.
Nous avons vu I'importance de I'intermediaire TFIID-TFIIA lors de la formation du
complexe de pre-initiation de la transcription. Get intermediaire est une cible
privilegiee de divers activateurs. L'etude de la structure du complexe TBP-TFIIA-
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ADN peut nous aider a mieux comprendre Ie mecanisme d'action des activateurs
agissant a ce niveau.
TFIIA est necessaire pour medier I'activation de la transcription mettant en jeu divers
activateurs. L'analyse des interactions de TFIIA avec les autres membres du PIC





1.1. Facteurs de transcription.
Les proteines yTBPr (Ingles et a/., 1991) et hTFIIBr (Ha et al., 1991) ont ete
preparees tel que decrit precedemment. hTFIIA ainsi que bTFIIA ont ete
partiellement purifies par chromatographie d'affinite sur une colonne de TBP telque
decrit precedemment (Coulombe et a/., 1992). Brievement, un extrait cellulaire
complet a ete prepare a partir de 30 g de cellules Hela ou de thymus de veau et
chromatographie sur une colonne de 1 ml contenant 5 mg yTBP/ml affigel 10 (Bio-
Rad Laboratories). La colonne a ete lavee avec 10 volumes de tampon de lavage
(10mM HEPES, pH 7.9, 0.2mM EDTA, 10% glycerol et 1mM DTT) contenant 0.1M
NaCI, puis eluee avec des aliquots de 500 ul du meme tampon contenant 0.5M
NaCI. Les eluats ont ete analyses par SDS-PAGE suivi d'une coloration au nitrate
d'argent.
1.2. NsR-dUMP-photocross-linking.
La preparation des sondes et les conditions pour la formation des complexes sont
telles que decrites precedemment (Coulombe et al., 1994). Une representation
schematique des diverses sondes photosensibles utilisees apparaTt a la figure 3.
Pour chaque sonde la concentration de poly(dG:dC) dans la reaction de liaison est
optimisee pour favoriser une liaison specifique et se situe entre 0.1 et 1.0 ug par
reaction. Generalement, les reactions contenaient entre 100 a 200 ng de yTBP, 1 a
10 ng de hTFIIA ou bTFIIA et/ou 100-200 ng de hTFIIB. Les conditions d'irradiation
aux UV, Ie traitement aux nucleases et I'analyse par SDS-PAGE des produits
radioactifs de pontage sont telles que decrites precedemment (Coulombe et al.,
1994).
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Figure 3. Sondes photoreactives derivees du promoteur Ad2ML. L'element TATA est souligne sur Ie brin codant
et Ie site d'initiation de la transcription (+1) est indique par une fleche. Les mutations utilisees dans certaines de
nos sondes sont indiquees par des points (•). Les oligonucleotides servant a fabriquer les sondes sont
representees par des boTtes qui sont identifiees par la position a laquelle un nucleotide photoreactif NsR-dUMP
(U) a ete introduit. La fleche dans chaque boTte indique la direction de synthese de la sonde. Dans chaque cas
les positions des nucleotides radioactifs sont identifies par un asterisque (*).
1.3. Interactions proteine-proteine.
Les interactions proteine-proteine ont ete analysees par chromatographie d'affinite
selon la methode decrite precedemment (Coulombe et a/,, 1992). Les facteurs TBP,
TFIIB, RAP30 et TFIIE34 ont ete immobilisees sur de I'affigel 10 a une concentration
d'approximativement 1 mg de proteine/ml de resine. Les colonnes de TFIIE56,
RAP74 et d'ARN pol II contenaient 2, 3 et 4.5 mg de proteine/ml de resine
respectivement. Un volume de 50 ul de hTFIIA (approximativement 100 ng de la
sous-unite a) a ete chromatographie sur des colonnes de 25 ul contenant une
proteine immobilisee. La fraction de passage a ete recueillie. Ensuite chaque
colonne est eluee successivement avec deux volumes de colonne du tampon de
liaison (10mM HEPES, pH 7.9, 0.2mM EDTA, 10% glycerol et 1mM DTT) contenant
0.1M, 0.3M et 0.5M NaCI. La fraction de passage et les fractions d'elution sont
analysees par SDS-PAGE puis visualisees par coloration au nitrate d'argent. La
liaison de TFIIA a la colonne est controlee en quantifiant la sous-unite a dans
chaque fraction. Un polypeptide contaminant de la fraction de TFIIA a ete utilise
comme controle negatif dans chaque cas. La densitometrie a ete pratiquee avec un
densitometre GS-670 (Bio-Rad Laboratories). L'experience de chromatographie
d'affinite apparaissant a la figure 9 a ete realisee de maniere identique aux autres
decrites ci-haut omis quelques details. Quatre colonnes ont ete preparees contenant
respectivement 0.8, 1.6, 3.2 et 6.4 mg de RAP74/ml d'affigel 10. La colonne sans
RAP74 contenait de I'albumine serique de bovin (BSA). La fraction de passage a ete
chromatographiee 3 fois sur chaque colonne de RAP74. Les colonnes ont ensuite
ete lavees avec 10 volumes de colonne du tampon de liaison contenant 0.1M NaCI
puis ont ete eluees avec deux volumes de colonne du tampon de liaison contenant
0.5M NaCI. Ces dernieres fractions ont ete analysees par SDS-PAGE suivi d'une
coloration au nitrate d'argent.
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1.4. Gel de retardement de bande.
Des essais de retardement de bande ont ete effectues pour verifier I'activite de
hTFIIA partiellement purifie et de hTFIIBr. Les sondes utilisees contenaient Ie
promoteur Ad2ML (-50 a +33) avec I'element TATA sauvage ou une variante
mutante (TAGAGAA au lieu de TATAAAA). Approximativement 1 ug du plasmide a
ete digere par I'enzyme de restriction Bam/-/7 (20U) (Pharmacia LKB Biotechnology
Inc.) dans Ie tampon OnePhorAII 2X durant 1 heure a 37°C, puis marque par
remplissage de I'extremite 3'. Le marquage s'est fait, sans changement de tampon,
avec 10 uCi [a-32P] dGTP, 1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dTTP et I'enzyme
Klenow (2U) pendant 1 heure a 37°C. La reaction de marquage a ete soumise a un
electrophorese dans un gel d'acrylamide de 8%. La bande a ete localisee par
autoradiographie, extraite, puis I'ADN a ete elue en incubant dans 200 ul d'eau pour
la nuit. Les conditions pour la reaction de liaison etaient telles que decrites
precedemment (Coulombe et ah, 1994). Une reaction typique contenait 10%
glycerol, 20 mM HEPES pH 7.9, 8 mM MgCl2, 1 mM ATP, 100 ug/ml BSA, 16 mM
sulfate d'ammonium, 100 mM KCI/NaCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 5 mM p-
mercaptoethanol, 1 ug poly(dG:dC), 50-100 ng de yTBPr, 1-10 ng de hTFIIA naturel,
100-200 ng hTFIIBr et 10 000 cpm de la sonde. Les proteines et la sonde ont ete
incubees ensemble 30 minutes a 30°C, puis les reactions ont ete migrees dans un
gel de 4% polyacrylamide dans des conditions non-denaturantes telles que decrit
precedemment (Flores et a/., 1991). A la fin de la migration Ie gel a ete seche. Les
retardements de bande ont ete reveles par autoradiographie avec un film Kodak
XAR-5 et des ecrans intensificateurs.
1.5. Transcription in vitro.
Des essais de transcription in vitro ont ete realises pour verifier I'activite de yTBP lors
de sa purification. Un extrait nucleaire prepare a partir de cellules Hela a ete traite 20
minutes a 47°C pour inactiver toute I'activite TBP endogene tel que decrit
precedemment (Coulombe et al., 1992). Get extrait nucleaire inactive est ensuite
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incube une heure a 30°C en presence de yTBPr, de la matrice d'ADN et des 4
NTPs. La matrice d'ADN est Ie plasmide pML(C2AT)A-50, qui possede Ie promoteur
Ad2ML en amont d'une cassette sans nucleotide G, linearise avec I'enzyme de
restriction EcoR1 (20U) (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.). Chaque reaction
contenait typiquement 1 ug d'ADN, 12.5 ud [a-32P]-UTP, 0.75 mM ATP, 0.75 mM
CTP, 8U Rnasine (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.), 12.5 mM MgCl2, 6 mM
HEPES pH 7.9, 0.1 mM EDTA, 3 mM EGTA, 6% glycerol et 30 mM KCI. La reaction
est arretee avec 200 ul d'une solution d'arret (0.1 mg/ml ARNt, 100 mM sodium
acetate, 0.5% SDS). L'ARN est ensuite isole par extraction au phenol acide, suivie
d'une extraction au chloroforme puis d'une precipitation a I'ethanol. L'ARN est
resuspendu dans 20 ul de tampon formamide (80% formamide, 10 mM EDTA pH
8.0, 1 mg/ml xylene cyanol FF, 1 mg/ml bleu de bromophenol), bouilli 5 minutes puis
migre dans un gel d'acrylamide 4%. L'ARN marque radioactivement est analyse par




2.1. Pontage des sous-unites de hTFIIA.
Une etude anterieure de la localisation de TFIIA sur un promoteur de type II par
NsR-dUMP-photocross-linking avait permis de localiser deux sous-unites de hTFIIA,
soit TFIIAa et TFIIAp, ainsi que yTBP sur Ie promoteur Ad2ML (Coulombe et a/.,
1994). Par contre la position de la sous-unite y de hTFIIA n'a pas ete determinee.
Afin de localiser cette sous-unite et afin d'avoir une meilleure vue de I'arrangement
spatial du complexe TBP-TFIIA-ADN, nous avons poursuivi ces eludes de NsR-
dUMP-photocross-linking sur de nouvelles positions Ie long du promoteur Ad2ML
Nous avons mute quatre positions Ie long du promoteur Ad2ML, remplagant la base
normale par une thymine, pour former quatre nouvelles sondes photoreactives.
L'ensemble des sondes permet de placer Ie nucleotide photoreactif NsR-dUMP a
chaque cinq nucleotides sur chaque brin allant de -48 a -19, permettant ainsi de
scruter chaque face de I'helice d'ADN (figure 3). Les complexes dont nous avons
analyse la topologie comprennent yTBPr et hTFIIA partiellement purifie a partir de
cellules Hela assembles sur Ie promoteur Ad2ML. Les resultats de pontage sont
compiles a la figure 4.
Pour ce qui est de TFIIA, aucune de ses sous-unitees n'est pontee aux positions
testees en aval de la boTte TATA. Au niveau de la boTte TATA, TFIIA? est fortement
ponte aux positions -29/-31 tel que decrit precedemment par Coulombe et al. (1994).
TFIIAp est aussi ponte faiblement aux positions -37 et -42. II est fortement ponte
comparativement aux autres polypeptides aux positions -34 et -39/-40. Notons que
TFIIAp est ponte plus faiblement a la position -42 et n'est pas pontee aux positions -
45/-48. TFIIAa quant a lui n'apparaTt qu'a une dizaine de nucleotides en amont de la
boTte TATA soit aux positions -39/-40 tel que decrit precedemment (Coulombe et al.,
1994). TFIIAa est aussi ponte aux positions -42 et -45/-48. TFIIAy n'a ete ponte a
39
aucune des positions testees. Nous observons Ie pontage de TBP a chacune des
positions examinees quoiqu'a des intensites relatives differentes. TBP est a peine
perceptible aux positions -22 et -20. II est fortement ponte sur une des faces de
I'ADN au niveau de la boTte TATA soit aux positions -25/-30 mais tres faiblement sur
I'autre face aux positions -29/-31 .
L'identite des polypeptides pontes a ete deduite d'apres leur Mr. La specificite des
pontages des differents polypeptides est verifiee en effectuant les experiences de
NsR-dUMP-photocross-linking en absence de TBP. Etant donne que TFIIA ne lie pas






















Dans certains cas, la specificite des pontages a aussi ete evaluee en utilisant une
sonde dont la boTte TATA avait ete mutee de TATAAAA a TAGAGAA. La figure 5
montre un exemple avec la sonde plagant Ie nucleotide photoreactif a la position -42.
Nous nous assurons ainsi que I'assemblage du complexe analyse est specifique a la
liaison TBP-boTte TATA. L'utilisation d'une sonde de type sauvage en presence de
TBP permet d'observer un pontage de TBP et des sous-unites TFIIAaet p pour
hTFIIA. L'utilisation de sondes mutees a Ie meme effet que Ie pontage en absence








Figure 5. Specificite du pontage de hTFIIA et de bTFIIA a la position -42 sur Ie
promoteur Ad2ML. Des pontages ont ete effectues en utilisant deux sondes qui
placent un nucleotide photosensible a la position -42. Une sonde contenait une boTte
TATA de type sauvage (TATAAAA) et I'autre mutante (TAGAGAA). Les pontages
contenaient soit TBP seul, TFIIA seul ou TBP et TFIIA. Les positions de TBP et des
sous-unites de TF11A sont indiquees par des fleches.
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2.2. Pontage des sous-unites de bTFHA.
bTFIIA a ete decrit comme etant compose de deux sous-unites de 19 et 12 kDa
c'est-a-dire de meme Mr que les sous-unites p et ychez I'humain, mais depourvu de
la sous-unite a de 35 kDa (Coulombe et al., 1992). Etant donne que Ie TFIIA bovin
purifie ne contient pas TFIIAa, nous avons pose I'hypothese que TFIIAypourrait etre
plus accessible au nucleotide photoreactif. Dans Ie but de situer TFIIAy Ie long du
promoteur Ad2ML, des experiences de NsR-dUMP-photocross-linking furent
effectuees en presence de yTBPr et bTFIIA partiellement purifie. Un sous-ensemble
des sondes utilisees pour positionner les sous-unites de hTFIIA ont ete utilisees (voir
section precedente). Les resultats de ces experiences apparaissent a la figure 6.
En aval et au niveau de la boTte TATA, les resultats des pontages ne different pas de
ceux obtenus avec hTFIIA. Aux positions -39/-40 Ie long du promoteur nous
observons Ie pontage de TBP et de TFIIAp en ordre d'intensite croissante. Nous
observons egalement Ie pontage de deux autres polypeptides dont Ie Mr correspond
a 35 et a 12 kDa. Puisque Ie polypeptide de Mr ~12 kDa (i) correspond au Mr prevu
pour TFIIAy, (ii) lie une colonne de TBP et (iii) fait contact avec I'ADN uniquement en
presence de TBP, nous proposons qu'il s'agit de TFIIAy. Aux positions -39/-40, Ie
pontage de TFIIAp est Ie plus important, ceux de TBP et TFIIAy sont d'egale
intensite tandis que Ie pontage de TFIIAa est plus faible. A la position -42, les
memes polypeptides sont pontes, mais les bandes correspondant a TBP, TFIIAp et
TFIIAy semblent d'egale intensite tandis que celle correspondant a TFIIAa apparaTt
encore tres faiblement. En s'eloignant encore plus de la boTte TATA, aux positions -
45/-48, TBP, TFIIAp et TFIIAysont pontes egalement mais TFIIAa n'est plus visible.
La specificite du pontage des sous-unites de bTFIIA a ete etablie de la meme fagon
que precedemment soit en absence de TBP et en utilisant certaines sondes dont la






UGUU UAU u +1
-45 -40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 -5










Figure 6. Pontage de yTBP et de bTFIIA sur Ie promoteur Ad2ML. Les positions ou
les nucleotides photosensibles (U) ont ete inseres sont indiquees pour chaque
sonde. Pour chaque position, les experiences contenaient soit TBP seul (T), TFIIA
seul (A) ou TBP et TFIIA (TA). Le symbole (•) indique les positions ou un G ou un C
a ete remplace par un T par mutagenese dirigee dans la sequence du promoteur. La
boTte TATA est soulignee. Le site +1 de la transcription est indique par une fleche.
Les bandes correspondant a TBP, TFIIAa, TFIIAp et TFIIAysont montrees par des
fleches.
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Des doutes persistent quant a la veritable identite des polypeptides pontes chez
bTFIIA. L'identite de TFIIAa reste enigmatique, puisqu'un polypeptide de ce Mr
semble toujours absent ou present a des concentrations nettement sous-
steochiometriques des preparations de bTFIIA. II subsiste aussi I'hypothese que
TFIIAyet/ou TFIIAp soient des produits de degradation de TFIIAa. Nous avons done
examiner la possibilite d'une proteotyse de TFIIAa dans notre echantillon de bTFIIA.
Un echantillon de bTFIIA a ete incube a 37°C pour differentes durees avant de
I'utiliser dans des experiences de NsR-dUMP-photocross-linking a la position -42
(figure 7). Le pontage de TFIIAa diminue progressivement jusqu'a etre imperceptible
apres 40 minutes d'exposition a la chaleur. Par ailleurs, les bandes correspondant a
TFIIAJ3 et TFIIAy n'augmentent pas d'intensite. A partir de ces resultats, nous
suggerons que TFIIAa est degrade lors de la preparation de bTFIIA par une activite
proteolytique qui est absente ou nettement reduite dans les cellules Hela.
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Figure 7. Disparition du pontage de la sous-unite a de bTFIIA a la position -42 du
promoteur Ad2ML par exposition de TFIIA a la chaleur. L'echantillon de bTFIIA a ete
incube a 37°C pour differentes durees entre 0 et 40 minutes avant d'etre utilise dans
les experiences de NsR-dUMP-photocross-linking. Les positions de TBP et des
sous-unites de TFIIA sont indiquees par des fleches.
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2.3. Interactions de TFIIA avec les facteurs generaux de transcription.
Nos resultats indiquent que TFIIA fait contact avec I'ADN sur une distance couvrant
les positions -45 a -30. Recemment, Forget et al. (1997) ont montre que RAP74 et
une des sous-unites de I'ARN pol II font egalement contact avec I'ADN entre -40 et -
55 dans Ie contexte d'un complexe TBP-TFIIB-TFIIE-TFIIF-ARN pol 11. Cette
hypothese nous a pousse a verifier les interactions de TFIIA avec les autres
composantes du PIC. Plusieurs interactions entre differents polypeptides du PIC
sont connues. Par centre, les interactions avec TFIIA sont tres peu connues. Nous
avons done verifie I'interaction de TFIIA avec plusieurs facteurs generaux ainsi
qu'avec I'ARN pol II par chromatographie d'affinite.
Une certaine quantite du facteur a analyser, soit TBP, TFIIB, RAP30, RAP74,
TFIIE34, TFIIE56 ou I'ARN pol II, a ete immobilisee sur une colonne d'affigel 10.
Ensuite, un echantillon de hTFIIA a ete charge sur la colonne. La liaison de TFIIA a
la cotonne contenant un facteur immobilise est etabli d'apres Ie profil d'elution de
TFIIA de la dite colonne. Ainsi, si TFIIA ne lie pas Ie facteur immobilise, it se
retrouvera dans la solution de passage ("Flowthrough") et dans la fraction de lavage
a 0.1M NaCI. S'il y a une interaction entre TFIIA et Ie facteur immobilise sur la
colonne, TFIIA liera la matrice d'affinite et se retrouvera dans les eluats salins
contenant 0.3M et 0.5M NaCI. Deux colonnes controles ont ete effectuees, I'une
servant de controle negatif et I'autre de controle positif, pour verifier la specificite des
interactions. Le controle negatif consiste en une colonne contenant du BSA tandis
que Ie controle positif est une colonne contenant yTBPr dont I'interaction avec TFIIA
a deja ete demontree (Coulombe et al., 1992). A la figure 8A et 8B, nous voyons Ie
profil d'elution de TFIIA d'une colonne de yTBPr et de BSA respectivement. Dans Ie
cas d'une colonne de TBP, TFIIA se retrouve dans toutes les fractions d'elution mais
surtout dans les fractions de 0.3M et 0.5M NaCI. Par comparaison, un polypeptide
contaminant de la preparation TFIIA (controle) elue principalement dans la fraction
de passage et dans celle du lavage a 0.1M. La difference du profil d'elution d'un
polypeptide liant la colonne (TFIIAa) ou non (controle) peut etre clairement visualise
par une analyse photometrique representee sur un graphique. Ainsi lorsque TFIIA ne
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lie pas la colonne, les courbes de TFIIA et controle se superposent tandis que si
TFIIA lie la colonne la courbe d'elution de TFIIA aura la forme d'un pic retarde par la
colonne.
D'apres les resultats de la figure 8 (A a H), nous concluons que TFIIA lie les facteurs
generaux TBP, TFIIF et TFIIE. TFIIF est compose de deux sous-unites, soit RAP30
et RAP74. TFIIA lie TFIIF via RAP74 mais n'interagit pas avec RAP30. TFIIE est
egalement compose de deux sous-unites soit TFIIE34 et TFIIE56. TFIIA a une
interaction avec ses deux sous-unites. Par ailleurs, nous n'avons pas observe
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Figure 8. (A-H) Chromatographie d'affinite. Les proteines TBP (A), BSA (B), TFIIB
(C), TFIIE34 (D), TFIIE56 (E), RAP30 (F), RAP74 (G) et I'ARN pol 11 (H) ont ete
immobilisees sur des microcolonnes. 50 ul de TFIIA ("Input", I) a ete charge sur
chaque colonne. La solution passant outre ("Flowthrough", FT) a ete conservee. Les
colonnes ont ensuite ete lavees avec 50 ul du tampon contenant 0.1, 0.3 et 0.5M
NaCI respectivement. Toutes les fractions ont ete analysees sur gel SDS-PAGE
colore au nitrate d'argent. La liaison de TFIIA a ete quantifiee en mesurant I'intensite
de la bande correspondant a TFIIAa dans chaque piste par densitometrie. Les
resultats sont representes sous forme graphique dans chaque cas. Un polypeptide
contaminant a ete utilise comme controle negatif (controle).
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Tel que montre a la figure 9, la liaison de TFIIA a une colonne de RAP74 augmente
en fonction de la concentration de RAP74 contenu sur la colonne (effect dose-
reponse). Plusieurs colonnes sur lesquelles des quantites croissantes de RAP74
sont immobilisees ont ete preparees, et la liaison a TFIIA a ete evaluee. En passant
de 0.8 a 1.6 mg RAP74/ml de resine, une augmentation de TFIIAa dans I'eluat a
0.5M NaCI est observee. Lorsque la concentration de RAP74 est augmentee a 3.2
mg/ml, TFIIAp apparaTt sur Ie gel colore au nitrate d'argent. Finalement, a une
concentration d'environ 6.4 mg/ml de RAP74, TFIIAy apparaTt plus clairement. Ceci
nous confirme que TFIIA lie RAP74 in vitro.
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Figure 9. Effet dose-reponse de la liaison de TFIIA a RAP74. Une quantite egale du
meme echantillon de hTFIIA partiellement purifie ("Input", 1) a ete chromatographiee
sur differentes colonnes contenant des quantites croissantes de RAP74 (entre 0 et
6.4 mg/ml de resine). L'analyse des eluats est faite telle que decrit dans la section
materiet et methodes. La position des sous-unites de TFIIA est indiquee par des




3.1. Structure du complexe ADN-yTBP-hTFIIA.
TFIIA s'associe aux promoteurs de type II lors d'une etape precoce de I'assemblage
du PIC en liant directement TBP, liaison ayant pour effet de stabiliser la liaison TBP-
ADN. TFIIA competitionne aussi avec des facteurs negatifs pour la liaison a TBP et
stimule la transcription basale dans un systeme de transcription in vitro partiellement
purifie. De plus, TFIIA est implique comme coactivateur dans I'activation
transcriptionelle. En effet, plusieurs activateurs agissent en permettant t'entree et la
stabilisation d'un complexe TFIID-TFIIA-ADN au promoteur. Pour mieux comprendre
Ie role de TFIIA en transcription, nous avons entrepris I'etude de la topologie du
complexe TBP-TFIIA-ADN en utilisant la methode de NsR-dUMP-photocross-linking.
Ces etudes nous permettent de localiser precisement les positions de TBP et TFIIA
Ie long du promoteur Ad2ML et ainsi comprendre mieux la structure de
I'intermediaire TBP-TFIIA-ADN.
Nos resultats jettent la lumiere sur la topologie d'un complexe comprenant yTBPr et
hTFIIA partiellement purifie sur Ie promoteur Ad2ML. Ces resultats sont projetes sur
Ie modele a la figure 10. Us demontrent que TFIIA s'enroule, en conjonction avec
TBP, autour de I'ADN au niveau et en amont de la boTte TATA sur deux tours et
demi d'helice. Ainsi un pontage de TBP et/ou des sous-unites a et P de TFIIA est
obtenu a toutes les positions testees entre -20 et -48. L'ADN se retrouve ainsi pris
dans un "etau" proteique. En effet, au niveau de la boTte TATA, TFIIAp et TBP se
retrouvent sur des faces opposees de I'helice d'ADN. II est interessant de noter que
les sondes -29/-31, -34 et -39/-40 placent Ie nucleotide photoreactif sur des faces
opposees de I'helice, et qu'a chacune de ces positions, TFIIAp est fortement ponte. II
semble done que TFIIAp s'enroule autour de I'ADN sur un tour complet d'helice.
TFIIAa est restreint a une face de I'ADN, dans une region entre -40 et -50.
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Figure 10. Modele de la structure du complexe TBP-TFIIA-promoteur analyse par
NsR-dUMP-photocross-linking. Les sites ou TFIlAa, TFIIAp et TBP sont pontes sont
marques en jaune sur la structure crystallographique du complexe chTBP associe au
promoteur Ad2ML. Pour chaque sonde ou un polypeptide est ponte Ie phosphate du
nucleotide est en jaune. Pour chaque polypeptide, deux vues sont montrees. Une
vue d'en haut (gauche), montrant chTBP chevauchant I'ADN et une vue d'en bas
(droite). Dans chaque cas, Ie segment d'ADN en aval de la boTte TATA est indique
par une fleche en direction du site +1. chTBP est represente par la surface grise. Les
brins codant et non-codant du promoteur Ad2ML sont representes en rouge et bleu
respectivement.
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La region de superposition des deux sous-unites se situe entre -39 et -42. TBP a ete
ponte a toutes les photosondes utilisees, quoiqu'a des intensites differentes. Ces
resultats suggerent done que TBP et TFIIA entourent Ie promoteur sur une distance
d'environ 25 nucleotides entre -20 et -45. Le complexe TBP-TFIIA offre done une
importante surface d'interaction avec les autres FGTs et activateurs
transcriptionnels.
Nos resultats de pontage sont en accord avec les resultats de crystallographie du
complexe cyTBP-cyTFIIA-ADN obtenus recemment (Geiger et al., 1996; Tan et al.,
1996). En effet, dans Ie crystal, TFIIA se retrouve exclusivement en amont de la
boTte TATA. TOA1C, formant Ie baril p et correspondant a hTFIIAp, forme des ponts
d'hydrogene avec des phosphates places dans la boTte TATA et 3 bases en amont,
correspondant a la position -34 sur Ie promoteur Ad2ML. hTFIIAp est ponte a la fois
a la boTte TATA et a la position -34. Par contre la crystallographie n'explique pas Ie
fait que TFIIAa soit ponte jusqu'a 17 paires de bases en amont de la boTte TATA.
Notons cependant que Ie crystal ne contenait pas les residus non-conserves 95-209
de TOA1, ce qui peut expliquer certaines divergences entre les resultats de pontage
et ceux de la crystallographie.
Dans la structure crystallographique, yTBP est confine a la boTte TATA tandis que
nous observons un pontage de TBP jusqu'aux positions -45/-48. De plus, Ie patron
de protection a la DNase I de TBP s'etend jusqu'a environ -45 (Coulombe et al.,
1992). Cette divergence s'explique facilement par Ie fait que, dans Ie crystal,
seulement la partie conservee de yTBP comprenant les acides amines 61 a 240 a
ete utilisee, la partie N-terminale etant tronquee. Nous suggerons que la partie non-
conservee de TBP est situee jusqu'a 17 paires de bases en amont de la botte TATA.
Dernierement, une nouvelle methode de pontage a ete developpee et utilisee pour
analyser les complexes TBP-TFIIA-ADN et TBP-TFIIA-TFIIB-ADN sur Ie promoteur
Ad2ML. Dans ce cas, I'agent photoactivable est un phenyl-azide incorpore au
phosphate de I'ADN (Lagrange et a/., 1996). Les resultats de Lagrange et al. (1996)
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sont similaires a ceux obtenus dans notre etude omis certains details. Lagrange et
al. (1996) obtiennent un pontage de TFIIAya la position -39 sur Ie brin non-codant.
TFIIAp est ponte en aval de la boTte TATA aux positions -22 et -20. Une autre
difference est I'etendue du pontage de TBP. Dans leur etude, hTBP complet ou
tronque en N-terminal ont ete utilises. Dans les deux cas, Ie pontage se resume aux
positions -31 et -22 sur Ie brin codant et -33 et -24 sur Ie brin non-codant, c'est-a-dire
a chaque extremite de la boTte TATA. Us concluent done que Ie pontage de TBP aux
abords de la boYte TATA est cause par son extremite C-terminale conservee. La
difference dans les pontages peut s'expliquer par Ie fait que les groupements
photoreactifs ne sondent pas des espaces equivalents dans les deux cas. Puisque Ie
nitrene photoreactif utilise par Lagrange et al. (1996) est incorpore sur Ie phosphate,
nous pensons qu'il entre en contact avec des proteines placees plus pres du
squelette de phosphate de I'ADN. Notre incapacite a ponter TFIIAy reside
probablement dans Ie fait que ce polypeptide est enfoui plus pres du squelette de
phosphate par des interactions avec TBP, TFIIAa et TFIIAp. A I'inverse, la partie N-
terminate de yTBP est possiblement trap eloignee du squelette de phosphate pour
faire contact avec Ie nucleotide photoreactif utilise par Lagrange et al. (1996), mais
pourrait interagir avec celui utilise dans notre etude.
II a ete propose que TFIIA s'assemble au complexe TBP-ADN via des interactions
directes entre TBP et les sous-unites TFIIAp et TFIIAy, tandis que TFIIAa est recrute
indirectement par son interaction avec TFIIAy (Ma et al., 1993; Yokomori et al.,
1994). II n'est done pas surprenant de ponter TFIIAp au niveau ou tout pres de la
boTte TATA et TFIIAa plus en amont. TFIIAa pourrait ainsi etre implique dans des
interactions avec d'autres facteurs de transcription, tel des activateurs places sur des
sequences regulatrices en amont du promoteur. En accord avec cette hypothese, un
variant de hTFIIA depourvu de la sous-unite a ne repond pas a I'activation par VP16
(Maefa/, 1996).
Une des fonctions de TFIIA est de contrecarrer la liaison de facteurs negatifs, tels
NC2/DM et Dr2/DNA topo I, a TBP, possiblement par un effet de competition pour la
liaison a ce dernier. Le fait de voir TBP et TFIIA s'enrouler conjointement sur une
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vingtaine de nucleotides implique une grande interaction entre ces deux facteurs.
TFIIA pourrait ainsi bloquer efficacement I'acces de facteurs negatifs qui lient TBP et
qui necessitent egalement une interaction avec I'ADN en amont de la boTte TATA.
Par exemple, Ie facteur de regulation de la transcription Dr2/DNA topo I interagit
avec I'ADN, au niveau du promoteur, a la fois en amont et en aval de la botte TATA
(Shykind et al., 1997). De fagon interessante, la region en amont de la boTte TATA
est necessaire pour stabiliser I'interaction de TFIIA avec Ie complexe TBP-ADN,
devenant probablement plus refractaire a etre deplace par des facteurs negatifs
(Weideman et al., 1997). II est egalement possible que TFIIA, en liant TBP et en
s'enroulant autour de I'ADN, permette une meilleure liaison de ce dernier au
promoteur. Cette enveloppe proteique formee par TBP et TFIIA serait une meilleure
force d'attache a I'ADN. Par centre, il a ete demontre que les possibles contacts en
amont de la botte TATA effectues par TFIIA ne stabilisaient pas I'interaction TBP-
ADN mais stabilisaient plutot I'interaction de TFIIA avec Ie complexe TBP-ADN
(Weideman etal., 1997).
3.2. bTFIIA est compose de trois sous-unites: a, p et y.
L'analyse en SDS-PAGE de la preparation bTFIIA indique que ce facteur est
compose de deux sous-unites de 19 et 12 kDa, soit de meme Mr que les sous-unites
P et y chez I'humain. bTFIIA peut stimuler la transcription basale in vitro dans un
systeme comprenant des facteurs generaux partiellement purifies. bTFIIA est aussi
capable de modifier Ie patron de protection a la DNase I de TBP d'une maniere
identique a hTFIIA. Dans I'espoir de situer TFIIAy Ie long du promoteur, nous avons
utilise cette fraction dans nos experiences de pontage.
Des differences sont observees entre les complexes comprenant hTFIIA et bTFIIA.
Ces disparites se situent aux positions -39/-40, -42 et -45/-48, tandis qu'au niveau et
en aval de la boTte TATA, il n'existe pas de dissimilitude. Quatre bandes sont
observees. Selon leur Mr. nous concluons qu'il s'agit de TBP, TFIIAp, TFIIAy et,
etonnamment, d'une quatrieme bande de meme Mr que hTFIIAa. Ces bandes
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n'apparaissent pas en absence de TFIIA et sont specifiques a la boTte TATA. Base
sur la specificite des bandes et sur la similitude du Mr de ces bandes a celui des
sous-unites de hTFIIA, ces resultats indiquent que bTFIIA est en fait compose de
trois sous-unites de Mr de 35, 19 et 12 kDa. La grande sous-unite, qui n'apparaTt pas
stoichiometrique dans la preparation et qui peut meme etre indetectable dans
certains cas, semble subir une proteolyse rapide tel que decrit dans cette etude (voir
figure 7). L'hypothese que les polypeptides de 12 kDa eVou 19 kDa soient des
produits de degradation de TFIIAa n'a pas ete ecartee. Une identification plus sure
des bandes pontees de bTFIIA devra se faire par immunoprecipitation avec des
anticorps specifiques aux differentes sous-unites. Au moment de terminer ce travail,
de tels anticorps n'etaient pas disponibles.
Malgre Ie fait que bTFIIA occupe un espace aussi grand Ie long du promoteur que
hTFIIA, s'enroulant autour de I'ADN en union avec TBP, la position relative des sous-
unites n'est pas la meme. La difference la plus significative est Ie pontage de TFIIAy
a plusieurs positions entre -39 et -48. II est interessant de noter que Lagrange et al.
(1996) obtiennent un pontage de hTFIIAya la position -39 sur Ie brin non-codant du
promoteur Ad2ML, soit une des positions examinees dans cette etude. Notons
egalement que TFIIAy se retrouve a I'intersection des sous-unites a et p chez
I'humain en accord avec un role dans Ie recrutement de la sous-unite a a holo-TFIIA.
Une autre difference est I'etendue du pontage de TFIIAp. Contrairement a hTFIIA,
bTFIIAp s'etend jusqu'aux positions -45/-48 tandis que TFIIAaest situe dans une
region tres limitee entre -39 et -42. Ces differences pourraient etre specifiques a
I'espece et reveler un role variable de TFIIA. Differents patrons de pontage Ie long
d'un meme promoteur ont ete observes entre hTFIIA et yTFIIA (Lagrange et al.,
1996). Une autre possibilite est que TFIIAa ne soit pas en proportion
stoichiometrique dans notre fraction de bTFIIA, comme I'analyse en SDS-PAGE Ie
suggere, et que la majorite des complexes assembles ne possedent pas TFIIAa.
Une fraction de TFIIA depourvue de la grande sous-unite est capable d'interagir
avec TBP (Ma et a/., 1996). Nous avons demontre la proteolyse progressive de
TFIIAa dans les fractions de bTFIIA. Dans ces conditions, TFIIAp et TFIIAy
pourraient s'assembler au promoteur et adopter une conformation particuliere dans
laquelle it serait possible de ponterTFIIAy.
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3.3. TFIIA interagit avec des FGTs impliques dans I'ouverture de I'helice d'ADN.
Les interactions entre les composantes du PIC sont des determinants primordiaux
de sa structure et de sa fonction. Plusieurs de ces interactions ont ete decrites.
Quelques interactions impliquant TFIIA sont connues. Ainsi il interagit avec TFIID via
ses sous-unites TBP et dTAFii110/hTAFn135. Par chromatographie d'affinite, nous
avons mis en lumiere des interactions entre TFIIA et deux FGTs, TFIIE et TFIIF.
TFIIE est compose des sous-unites TFIIE34 et TFIIE56. TFIIA interagit avec les
deux sous-unites. TFIIF est aussi compose de deux sous-unites: RAP30 et RAP74.
Dans les conditions experimentales utilisees, TFIIA interagit avec RAP74 mais pas
avec RAP30. De plus, aucune interaction n'a pu etre detectee avec I'ARN pol II et
TFIIB.
Une etude anterieure proposait une interaction possible entre TFIIA et I'ARN pol II
basee sur la proximite des residus de TBP contactes par ces deux facteurs. Dans
notre etude, nous ne detectons pas une telle interaction. La structure
crystallographique du complexe TBP-TFIIB-ADN a revele que TFIIB liait la region
concave de TBP, sur la face opposee de I'helice contactee par TFIIA, excluant toute
interaction avec ce dernier. Nos resultats confirment cette proposition.
Nos resultats fournissent des informations sur Ie mecanisme d'action de TFIIA. Du
point de vue structurel, I'interaction entre TFIIA et RAP74 supporte des resultats
recents de pontage qui indiquent que RAP74 est situe pres des positions -39/-40 et -
45/-48 en amont de la boTte TATA dans Ie contexte d'un complexe TBP-TFIIB-TFIIE-
TFIIF-ARN pol II (Forget et al., 1997). Ces positions correspondent a celles ou TFIIA
est ponte. TFIIE34 a ete ponte en aval de la boTte TATA juste en amont du site +1
aux positions -14/-2 et aussi en amont de la boTte TATA aux positions -39/-40.
TFIIE56 n'a pas ete localise par NsR-dUMP-photocross-linking. D'un point de vue
fonctionnel, TFIIA est considere comme essentiel a I'activation mais dispensable lors
de la transcription basale dans un systeme de transcription in vitro reconstitue avec
des facteurs hautement purifies. Pour cette raison il est souvent considere comme
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coactivateur. TFIIE et TFIIF jouent tous deux un role dans I'ouverture de I'helice au
site +1 (Pan et Greenblatt, 1994). Recemment, il a ete propose que TFIIE et TFIIF
stimulent I'ouverture de I'helice en provoquant un enroulement de I'ADN autour de
I'ARN pol II (Forget et al., 1997; Robert et a/., 1998). TFIIF est aussi implique lors de
I'elongation de la transcription. L'interaction entre TFIIA et TFIIE et TFIIF pourrait
etablir un lien entre un activateur place sur un "enhancer" et la machinerie
transcriptionnelle stimulant I'ouverture de I'helice d'ADN avant I'initiation de la
transcription et/ou I'elongation. L'etude crystallographique du complexe TBP-TFIIA-
ADN a demontre une grande surface de TFIIA accessible a des facteurs de
transcription. Cette region correspond a I'amas d'helices a forme par les parties N-




Cette etude permet de mieux comprendre les bases moleculaires regissant la
fonction de TFIIA dans la transcription. D'une part, nous avons mieux caracterise la
structure d'un complexe TBP-TFIIA-ADN. D'autre part, nous avons mis en evidence
des interactions proteine-proteine entre TFIIA et TFIIE et TFIIF. La comprehension
des interactions moleculaires entre TFIIA et I'ADN du promoteur et les FGTs est
essentielle a une meilleure comprehension du role de ce facteur.
Ce travail nous a permis de mieux localiser TBP et les sous-unites de TFIIA Ie long
du promoteur Ad2ML. Nous avons mis en evidence une grande region d'interaction
entre Ie complexe proteique forme par TBP et TFIIA et Ie promoteur. Ainsi, TBP, en
conjonction avec les sous-unites a et p de TFIIA, entoure Ie promoteur sur une
longueur de plus de deux tours d'helice, entre les positions -20 et -48. Cette region
offre une grande surface d'interaction avec des proteines regulatrices et permet une
meilleure stabilisation du complexe TBP-ADN, permettant de contrecarrer I'effet de
certains inhibiteurs de la transcription.
Un des buts de cette etude etait de localiser la petite sous-unite de TFIIA, TFIIAy, Ie
long du promoteur Ad2ML. Lorsqu'une preparation TFIIA de cellules humaines Hela
a ete utilisee, TFIIAy n'a ete ponte a aucune des positions etudiees. Par contre,
I'utilisation d'une preparation bTFIIA a permis de ponter un polypeptide de Mr - 12
kDa, en amont de la boTte TATA, aux positions -39/-40, -42 et -45/-48. Nous crayons
que ce polypeptide correspond a TFIIAy sur la base (i) de son Mr, (ii) du fait qu'il
n'est pas ponte en absence de TFIIA et (iii) du fait qu'il n'est pas ponte lorsqu'une
sonde ayant une boTte TATA mutee a ete utilisee. L'identification definitive devra
faire appel a des anticorps specifiques a la sous-unite. II serait maintenant
interessant d'etudier, par NsR-dUMP-photocross-linking, la structure du PIC
comprenant tous les FGTs ainsi que I'ARN pol II en presence de TFIIA.
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La position de TFIIA Ie long du promoteur Ad2ML nous a pousse a etudier ses
interactions avec les autres FGTs. Cette etude a revele des interactions proteine-
proteine entre TFIIA et les FGTs TFIIE et TFIIF. TFIIA interagit avec les deux sous-
unites de TFIIE et avec la sous-unite RAP74 de TFIIF. II est connu que TFIIA est
necessaire lors de I'activation de la transcription in vitro et in vivo mais non lors de la
transcription basale. II est considere comme un coactivateur. Comme tel, il interagit
avec divers domaines activateurs. L'interaction entre TFIIA, TFIIE et TFIIF nous
permet de proposer une connection intermoleculaire entre un activateur et Ie PIC via
TFIIA. Un activateur pourrait done moduler les etapes impliquant TFIIE et TFIIF
grace a TFIIA. TFIIA pourrait etre implique dans I'enroulement de I'ADN autour du
PIC, I'ouverture de I'helice et/ou I'elongation.
Pour mieux definir la fonction des interactions decrites dans cette etude, il sera
necessaire, en premier lieu, d'identifier les sous-unites de TFIIA responsables des
interactions et les regions precises des sous-unites participant a cette activite de
liaison. En deuxieme lieu, it sera necessaire d'utiliser divers mutants de TFIIA
incapables d'interagir avec TFIIE et/ou TFIIF et de correler cette absence
d'interaction avec une activite fonctionnelle, soit la coactivation ou I'anti-repression. II
sera important d'identifier precisement quelle(s) etape(s) de la transcription est(sont)
modulees par TFIIA. Ces nouvelles donnees tracent done la voie a une meilleure
comprehension du role de TFIIA dans la transcription et aussi une meilleure
comprehension du mecanisme d'action des activateurs via TFIIA.
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